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Rôle des cytokines pro-inflammatoires dans les lésions périnatales
responsables de la paralysie cérébrale dans un modèle animal de maturité
cérébrale comparable au nouveau-né à terme
Par Karine Lavoie
Département de pédiatrie, service d'immunologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de l'obtention du diplôme de maître es sciences (M. Sc.)
en immunologie, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de
Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Introduction : La paralysie cérébrale (PC) affecte 3/1000 nouveau-nés. Les
conditions pathologiques menant à la PC sont de natures infectieuse-
inflammatoire et/ou hypoxique-ischémique (Hl). Ce projet a eu comme objectif de
caractériser un modèle animal de lésions cérébrales à un temps où la maturité
cérébrale du raton est comparable à celle du nouveau-né humain à terme.
L'hypothèse est que les cytokines pro-inflammatoires IL-1ß et TNF-a jouent un
rôle dans l'induction des lésions cérébrales.
Matériel et Méthodes : Ce modèle animal est composé de cinq conditions
expérimentales : CTL, sham, LPS, Hl, et LPS+HI. Brièvement, une injection i.p de
LPS à une dose de 200pg/kg a été réalisée 4h avant une ligature permanente de
la carotide commune droite suivie d'une hypoxie (8% O2) pendant 2h30-3h30.
Les ratons ont été sacrifiés à différents temps post-HI afin d'analyser l'expression
d'IL-1ß, d'IL-1Ra et de TNF-a cérébrales. L'expression in situ des cellules
CD68+, lba-1+ et GFAP+ a été analysée par IF. L'IRM et l'histologie ont été
utilisés afin de caractériser les dommages cérébraux. Des injections de bloquants
de cytokines pro-inflammatoires ont été effectuées.
Résultats : Des dommages cérébraux ont été induits dans les conditions HI±LPS,
sélectivement dans l'hémisphère cérébral droit, et étaient maximaux lors de la
combinaison des agression. Une surexpression des cytokines IL-1ß, IL-IRa, et
TNF-a a été induite dans l'hémisphère droit exposé à l'HI±LPS. Une gliose a été
détectée au sein des lésions cérébrales. Certains déficits cognitifs et moteurs ont
été observés dans la condition LPS+HI. L'administration systémique des
bloquants de cytokines n'a pas réduit les dommages cérébraux aux doses
utilisées.
Conclusions : Dans ce modèle animal, l'HI±LPS a induit des dommages
cérébraux similaires à ceux observés chez le nouveau-né humain à terme. Les
déficits cognitifs et comportementaux induits sont caractéristiques de la PC. Bien
qu'il y ait une forte induction intracerebrale d'IL-1ß et de TNF-a, les essais de
neuroprotection ont suggérés que ces cytokines ne sont pas impliquées dans la
genèse des lésions cérébrales à ce stade de développement.
Mots clés : Hypoxie-ischémie, IL-1ß, Lésions cérébrales néonatales,
Neuroinflammation, Nouveau-nés, Paralysie cérébrale, TNF-a
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Introduction
Partie 1 - Anatomie et homéostasie cérébrales
1.1 Structures du prosencéphale et leurs fonctions
Le prosencéphale est composé de deux hémisphères, soit l'hémisphère cérébral
gauche et l'hémisphère cérébral droit. Les deux hémisphères sont
anatomiquement symétriques mais ne sont pas équivalents au niveau
fonctionnel. L'hémisphère gauche est dominant au niveau des capacités
analytiques et de communication, tandis que l'hémisphère droit domine plutôt
dans les fonctions visuospatiales, émotionnelles et créatives. Par contre, les
deux hémisphères cérébraux communiquent entre eux et aucun hémisphère n'est
impliqué de façon absolue dans une fonction. Les hémisphères cérébraux sont
composés de plusieurs structures, soit les ventricules, le cortex, la substance
blanche, les noyaux gris de la base, et d'autres noyaux de la substance grise
incluant le thalamus, l'hypothalamus et l'épithalamus (MARIEB, 2003). La Figure
1 illustre l'anatomie cérébrale chez l'humain.
1 .1 .1 Les ventricules
Les ventricules cérébraux sont des cavités remplies de liquide céphalorachidien
ayant un rôle dans la protection mécanique du système nerveux central, dans la
défense contre les infections (vu qu'il contient certains médiateurs de l'immunité
cellulaire et humorale), et finalement dans le transport d'hormones et de
nutriments (MARIEB, 2003).
1.1.2 Le cortex
Le cortex cérébral contient des réseaux de neurones impliqués dans la motricité.
Ces réseaux synaptiques cérébraux complexes permettent de réagir suite à des
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dommages cérébraux afin d'optimiser les connections dans les régions non
lésées qui peuvent ensuite avoir un effet compensatoire pour les régions atteintes
(ROTHWELL, 2009).
Le cortex cérébral nous permet de communiquer, mémoriser, comprendre, et
déclencher des mouvements volontaires. Il est composé de substance grise
divisée en six couches neuronales, et de plusieurs types d'aires fonctionnelles,
dont les principales sont les aires sensitives, associatives, et les aires motrices
qui nous intéressent particulièrement (MARIEB, 2003).
1 .1 .2.1 Les aires motrices
Pour ce qui est de la motricité, il est important de mentionner que le cortex de
chaque hémisphère est impliqué principalement dans la régulation motrice du
côté controlatéral du corps. Ainsi, s'il y a lésion dans l'hémisphère droit, ce sont
principalement les muscles du côté gauche qui seront paralysés. Les aires
motrices (l'aire motrice primaire, l'aire prémotrice, et l'aire oculo-motrice frontale)
se retrouvent au niveau des lobes frontaux (MARIEB, 2003).
L'aire motrice primaire, aussi appelé M1, est composée d'une prédominance de
neurones pyramidaux qui sont impliqués dans le contrôle des mouvements
volontaires des muscles squelettiques. Les longs axones de ces neurones
projettent vers la moelle épinière (faisceau corticospinal) et vers le tronc cérébral.
Il y a une région dans chaque hémisphère où se concentrent les neurones
pyramidaux pour chaque partie du corps (somatotopie). Lors d'une lésion
cérébrale au niveau de l'aire motrice primaire, il y a perte d'initiation de
mouvements volontaires des muscles squelettiques contrôlés par cette aire
(MARIEB, 2003).
L'aire prémotrice est plutôt impliquée dans les habilités motrices de natures
répétitives ou systématiques en envoyant des influx activateurs à l'aire motrice
primaire. Une lésion dans cette aire motrice implique une perte des habilités
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motrices déjà acquises mais il est possible de reprogrammer ces habilités
motrices vu qu'il n'y a pas de paralysie musculaire. L'aire oculo-motrice frontale
commande plutôt les mouvements volontaires des muscles du bulbe de l'œil
(MARIEB, 2003).
1.1.3 La substance blanche
La substance blanche permet la communication entre les aires corticales et les
régions sous-corticales. Elle est composée principalement d'axones myélinisés
qui sont regroupés en faisceaux et qui se distinguent selon leur orientation en
fibres commissurales (comme le corps calleux), associatives et de projection
(MARIEB, 2003).
1 .1 .4 Les noyaux basaux
Les noyaux basaux sont les noyaux sous-corticaux nommés le noyau caudé et le
putamen qu'on appelle collectivement le striatum ainsi que le globus pallidus. Ces
noyaux sont associés à la régulation de la cognition et de l'attention et ont aussi
un rôle à jouer dans le contrôle du déclenchement, de l'arrêt, et de la régulation
fine des mouvements initiés par le cortex. Une lésion au niveau des noyaux
basaux peut mener à des hyperkinésies ou hypokinésies vu que ces noyaux sont
impliqués dans l'inhibition de mouvements superflus et permettent d'accomplir
plusieurs mouvements simultanément (MARIEB, 2003).
1.1.5 Le thalamus
Le thalamus est composé d'une douzaine de noyaux, chacun projetant des
axones vers une région spécifique du cortex et recevant des afférences
provenant de toutes les parties du corps. Le thalamus est ainsi un relai
d'information permettant de trier et de traiter l'information. Il est principalement
impliqué dans le traitement des informations motrices et sensitives, !'activation
corticale (conscience), l'apprentissage et la mémoire (MARIEB, 2003).
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1.1.6 L'hypothalamus
L'hypothalamus est impliqué dans la régulation des fonctions physiologiques et
ainsi dans le maintient de l'homéostasie. Il régule le fonctionnement du système
nerveux autonome, les réactions émotionnelles et de comportement, la
température corporelle, l'apport alimentaire, l'équilibre hydrique, le cycle éveil-
sommeil et les fonctions endocrines (MARIEB, 2003).
1.1.7 Les hippocampes
Les hippocampes sont des structures impliquées dans l'apprentissage et dans la
mémoire. Ils sont impliqués dans le stockage de la mémoire à court-terme et de
la conversion de cette mémoire en mémoire à long-terme. La mémoire à long-
terme serait plutôt stockée dans le néocortex (ALVAREZ et SQUIRE, 1994).
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Figure 1 : L'anatomie cérébrale. Structures principales du cerveau humain sur une
coupe sagittale.
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1.2 Cellules cérébrales et leurs rôles
Le système nerveux central (SNC) est principalement composé de deux
catégories cellulaires, le neurone et les cellules gliales. Les cellules gliales sont
les cellules microgliales, les astrocytes, et les oligodendrocytes. Ces cellules ont
un rôle de support, de régulation et de protection tandis que le neurone est plutôt
impliqué dans la transmission d'information (ROTHWELL, 2009).
1.2.1 Le neurone
Le neurone est impliqué dans la transmission électrique et dans le traitement de
l'information. Cette information circule de façon unidirectionnelle, à partir des
dendrites du neurone, jusqu'au corps cellulaire responsable de l'intégration
d'information et ensuite dans l'axone du neurone. Le neurone est très sensible
aux agressions cérébrales, particulièrement aux épisodes hypoxiques-
ischémiques (GIAUME et al., 2007).
1.2.2 Les cellules gliales
Les cellules gliales sont grandement impliquées dans le maintien de
l'homéostasie cérébrale et protègent le cerveau suite à une agression via
l'élimination de débris cellulaires et la relâche de facteurs trophiques. La microglie
et les astrocytes sont les cellules majoritairement impliquées dans la
neuroinflammation. Elles sont activées par des pathogènes ou leurs composants,
des cytokines, et des débris cellulaires (PAWATE, 2008). La neuroinflammation
est accompagnée de gliose, où il y a prolifération et activation des cellules gliales
(GIAUME et al., 2007). Ces cellules gliales activées vont produire des cytokines,
des chimiokines, des réactifs oxygénés et de l'oxyde nitrique qui vont à leur tour
agir sur les neurones et sur les oligodendrocytes (PAWATE, 2008). Malgré les
rôles protecteurs des cellules gliales, dans un contexte d'agression chronique ou
prolongée, ces cellules peuvent aussi agir comme cellules destructrices,
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possiblement afin d'isoler la région cérébrale endommagée (GIAUME et al.,
2007).
1.2.2.1 La microglie
La microglie est le macrophage résident du SNC et ainsi c'est la cellule
immunocompétente du SNC. Au repos, elle se trouve sous forme ramifiée et a un
rôle de maintien de l'homéostasie et de surveillance cérébrale. Plusieurs modèles
in vivo permettent de détecter une activation microgliale par les produits
microbiaux comme le lipopolysaccharide (LPS) et aussi par les cytokines tumor
necrosis factor (TNF)-alpha, interleukine (IL)-lalpha et interferon (IFN)-gamma,
les chimiokines et d'autres régulateurs endogènes comme les heat shock
proteins (Hsp). L'activation microgliale implique un changement de morphologie
cellulaire, avec une contraction des ramifications de la forme au repos (dite aussi
forme ramifiée) pour produire une forme ameboide. L'expression de certaines
protéines de surfaces est induite chez la microglie activée (sous forme ameboide)
comme par exemple les CMH de classe I et II, les protéines et récepteurs du
complément, !'immunoglobulin Fc receptor gamma (FcRy) et le human Fas
ligand/CD95 ligand (CD95L). Ces deux derniers auraient des rôles néfastes suite
à une ischémie bien qu'ils soient normalement impliqués dans la phagocytose et
l'apoptose de débris cellulaires et de cellules (LAI et TODD, 2006). L'activation
microgliale implique une augmentation de leurs capacités de phagocytose et de
production de molécules pro-inflammatoires (KETTENMANN, 2007).
1 .2.2.2 L'astrocyte
L'astrocyte a un rôle de support neuronal, tant au niveau structurel que
nutritionnel. De plus, ce type cellulaire est impliqué dans la transmission
synaptique et aussi dans la réponse inflammatoire en synergie avec la microglie
(PAWATE, 2008). L'astrocyte est impliqué dans l'élimination et la récupération
des neurotransmetteurs, le maintien de l'homéostasie des ions et de l'eau, la
relâche de facteurs neurotrophiques, le transport de metabolites et de déchets
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ainsi que la formation de la barrière hémato-encéphalique (BHE) (TAKANO et al.,
2009). De plus, !'astrocyte a un rôle à jouer dans la régulation de la signalisation
neuronale, la protection des neurones contre le stress oxydatif, la régulation du
flux sanguin, et détermine le sort de précurseurs neuronaux endogènes
(BLACKBURN et al., 2009). Les neurones ne peuvent vivre sans astrocytes, ce
qui montre l'importance du support astrocytaire dans le maintien de l'homéostasie
cérébrale (TAKANO et al., 2009). L'astrogliose ou bien la prolifération des
astrocytes a un rôle important à jouer suite à un dommage cérébral. L'astrogliose
permet la cicatrisation des tissus, le remodelage, et la récupération des fonctions
neuronales (GIAUME et al., 2007).
1.2.2.3 [.'oligodendrocyte
L'oligodendrocyte est le type cellulaire majoritaire de la substance blanche. Il est
impliqué dans la myélinisation des axones; la myéline qui facilite la conduction
rapide du potentiel d'action. Ce type cellulaire a des récepteurs glutaminergique
et est très sensible aux agressions excitotoxiques et ischémiques (GIAUME et al.,
2007).
1.3 Maintien de l'homéostasie cérébrale en cas d'agressions
1.3.1 Réponses à des épisodes hypoxiques-ischémiques
L'hypoxie-ischémie (Hl) périnatale implique un manque d'oxygène (hypoxie) et/ou
de flux sanguin (ischémie) au cerveau avant, pendant ou dans un court délai
après la naissance. Bien que le cerveau en développement soit plus résistant que
le cerveau adulte à l'hypoxie, ??? périnatale demeure une cause importante de
dommages cérébraux chez le nouveau-né à terme et prématuré et ceci malgré
les meilleurs soins médicaux (VOLPE, 2001).
L'HI induit des dommages cérébraux en deux phases. La première phase
implique une réduction du métabolisme énergétique et une nécrose cellulaire
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dépendante de l'intensité de l'agression (VOLPE, 2001, LEONARDO et
PENNYPACKER, 2009). Une réduction du débit sanguin au cerveau mène à une
réduction d'apport oxygéné et de glucose aux cellules du cerveau, ainsi freinant
les fonctions cérébrales (LAI et TODD, 2006). En effet, le cerveau ischémique
dépend de la glycolyse anaérobique, une glycolyse qui mène à une carence
énergétique et ainsi à la production de radicaux libres, la synthèse de
Prostaglandines, la dysfonction mitochondriale, la dépolarisation cellulaire et la
relâche de glutamate vers l'espace extracellulaire. Cette cascade biochimique
cause une augmentation de la perméabilité de la BHE menant à l'œdème
vasogénique et provoque la nécrose cellulaire. La majorité des dommages
causés par la première phase est irréversible mais vu que les dommages causés
par l'HI chez le nouveau-né sont progressifs jusqu'à un certain point, la
neuroinflammation de la deuxième phase est une cible thérapeutique potentielle
afin de minimiser les dommages (LEONARDO et PENNYPACKER, 2009). L'HI
induit une réponse inflammatoire rapide et prolongée qui implique une
accumulation et une activation de cellules inflammatoires et la relâche
subséquente de médiateurs inflammatoires. Les principales cellules impliquées
sont les macrophages/microglies mais il y a aussi implication des neutrophiles,
lymphocytes et mastocytes (VOLPE, 2001). Les astrocytes sont aussi impliqués
et vont participer à la formation de cicatrices guales avec la microglie,
potentiellement dans le but d'isoler la région lésée du tissu environnant. Par
contre, cette cicatrisation peut réduire la plasticité cellulaire et la réparation
tissulaire au niveau de la lésion. Les cellules gliales activées continuent à
produire des molécules inflammatoires telles les cytokines et les chimiokines,
ainsi attirant des cellules circulantes qui vont aussi participer à l'inflammation
cérébrale. Cette réponse inflammatoire forte et soutenue favorise la mort
cellulaire (LEONARDO et PENNYPACKER, 2009).
Les macrophages résidents du SNC (la microglie) vont être les premières cellules
à répondre à une ischémie cérébrale. Il y a des preuves de !'activation de la
microglie dès les premières minutes après l'occlusion d'un vaisseau sanguin,
bien avant le développement de dommages cérébraux (NAKAJIMA et
8
KOHSAKA, 2004). Certaines autres études ont montrées que !'activation
microgliale par les radicaux libres dans les phases tardives de l'ischémie serait
responsable de la mort neuronale dans la région ischémique (DIRNAGL et al.,
1999, DANTON et DIETRICH, 2003). De plus, la production de médiateurs de
l'inflammation augmente la perméabilité de la BHE et ainsi l'infiltration de
macrophages circulants dans le cerveau (LAI et TODD, 2006).
Les neurones endommagés envoient des signaux d'activation et de recrutement
de la microglie suite à l'ischémie. La microglie activée va ensuite se mettre à
produire des cytokines pro-inflammatoires possiblement impliquées dans la mort
neuronale secondaire associée à l'ischémie. Les cytokines pro-inflammatoires
majoritairement surexprimées après une ischémie de cerveau adulte sont l'IL-1 ß
et le TNF-a. La surexpression de ces cytokines pro-inflammatoires et de leurs
récepteurs est associée à l'amplification des dommages ischémiques dans le
cerveau mature. Il est important de mentionner que les cytokines pro-
inflammatoires peuvent aussi être impliquées dans la réparation après un
dommage cérébral puisqu'elles ont des fonctions neurotrophiques. L'effet global
de neuroprotection ou neurodégénération par les cytokines pro-inflammatoires
dépend donc de la contre-régulation anti-inflammatoire ou du « feedback
négatif » qui permet de maintenir l'équilibre pro/anti-inflammatoire (LAI et TODD,
2006).
Les chimiokines sont des cytokines qui jouent un rôle de messagers
intercellulaires importants suite à l'ischémie. En cas de dommages cérébraux, les
chimiokines sont impliquées dans le recrutement de cellules microgliales à partir
de régions distantes aux dommages et aussi dans le recrutement de
macrophages de la périphérie vers le site. Il y a induction de chimiokines, telle le
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), et de leurs récepteurs par les
neurones suite à l'ischémie. Les chimiokines produites par la microglie suite à
l'ischémie sont les macrophage inflammatory protein (MIP)-I et 2 et le microglial
response factor^ (LAI et TODD, 2006).
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Les oligodendrocytes immatures sont particulièrement sensibles à des épisodes
ischémiques. Un manque d'oxygène induit rapidement la mort
d'oligodendrocytes. Quelques jours suivant l'agression, une migration
d'oligodendrocytes au niveau des régions atteintes peut être observée (GIAUME
étal., 2007).
Les astrocytes sont aussi sensibles à l'ischémie. La mort des astrocytes dans la
zone ischémique mène à la mort neuronale vu que ces derniers ne peuvent vivre
sans le support des astrocytes (TAKANO et al., 2009).
1.3.2 Réponses à une infection systémique
Les micro-organismes sont reconnus par l'hôte grâce à des pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). Les cellules de l'immunité innée ont des récepteurs
pour ces PAMPs afin de permettre l'induction d'une réponse anti-bactérienne
rapide (LAFLAMME et RIVEST, 2001).
L'activation de cellules immunitaires par les bactéries à Gram positif et négatif se
fait grâce aux toll-like receptors (TLRs). Les TLRs se trouvent à la surface
cellulaire et ont la capacité de reconnaître des PAMPs spécifiques et ensuite
d'induire une réponse inflammatoire. Il y a douze TLRs différents, le TLR4 est
celui qui reconnaît le LPS et qui est aussi le mieux caractérisé (PAWATE, 2008).
L'activation des TLRs initie les réactions inflammatoires telles celles impliquées
dans la production de radicaux libres, d'oxyde nitrique, et la synthèse de
cytokines pro-inflammatoires par exemples l'IL-1ß et le TNF-a (EKLIND et al.,
2001).
La BHE a longtemps été perçue comme une barrière imperméable entre le
système immunitaire et le cerveau. Par contre, il est maintenant connu que le
système immunitaire est aussi présent dans le SNC (GIRARD et al., 2009b). En
effet, le SNC est capable de détecter une infection systémique et d'induire sa
propre réponse inflammatoire. Par exemple, l'administration systémique de LPS
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provoque une réponse immunitaire au cerveau principalement grâce au récepteur
TLR4 qui est exprimé de façon constitutive au niveau des organes
circumventriculaires à la BHE, ceux-ci étant dépourvus de jonctions serrées. Il va
ensuite y avoir augmentation de l'expression des acides ribonucléiques messager
(ARNm) des cytokines pro-inflammatoires IL-1 ß, TNF-a et IL-6 dans ces régions
cérébrales (LAFLAMME et RIVEST, 2001). La microglie est la cellule du SNC qui
exprime le plus de TLRs, les astrocytes exprimant majoritairement le TLR3 et
certains TLRs seulement faiblement (PAWATE, 2008).
Il y a deux voies de signalisation des TLRs (Fig. 2). La voie myeloid differentiation
primary response gene (88) (MyD88) activée par les TLRs implique la
dimerisation des TLRs suite à la liaison d'un ligand et le recrutement de la
protéine myéloïde de differentiation nommé MyD88. Le domaine de mort de
MyD88 permet le recrutement de I7L-7 receptor associated kinase (IRAK) 4.
IRAK4 s'associe et phosphoryle IRAK1, ce qui recrute le TNF receptor associated
factor 6 (TRAF6). La phosphorylation du complexe IRAK1/TRAF6 permet sa
dissociation du récepteur et l'association au transforming growth factor ß
activated kinase 1 (TAK1 ), transforming growth factor-ß-activated protein kinase
1-binding protein (TABJ1, TAB2, ainsi menant à Ia phosphorylation de TAK1.
IRAKI est dégrade à la membrane et le complexe TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2
transloque au cytosol, où TRAF6 est ubiquitiné et TAK1 est activé. TAK1 mène à
!'activation des molécules mitogen-activated protein (MAP) et le nuclear factor
kappa B (NFkB). Il existe aussi une voie de signalisation indépendante de MyD88
impliquant !'activation du interferon regulatory factor (IRF)3 et ainsi !'activation de
NFkB et la production d'interféron-beta (IFN-ß) (PAWATE, 2008).
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Figure 2 : Voies de signalisation du LPS via le TLR4. Les voies de signalisation
dépendante de MyD88 (A) et indépendante de MyD88 (B) du LPS via le TLR4 mènent à
!'activation de facteurs de transcriptions tels NF-?? et Activation Protein-1 (AP-1 ) et ainsi
à la transcription de gènes de molécules pro-inflammatoires telles L'IL-1ß et le TNF-a.
Adapté de (LU et al., 2008)
Partie 2 - La paralysie cérébrale
2.1 Définition, incidence, Physiopathologie, et neuropathologie
La paralysie cérébrale (PC) se définit comme des troubles de la motricité
résultant de dommages cérébraux non-progressifs d'origine périnatale persistant
de façon durable. Trois à quatre nouveau-nés (prématurés ou à terme) sur 1000
vont développer autour de la naissance des lésions cérébrales qui peuvent
mener à la PC. Cette incidence reste stable malgré de meilleurs soins médicaux
et est inversement proportionnelle au temps de gestation. Les troubles associés à
la PC sont une réduction durable des capacités motrices, souvent associée à des
déficiences cognitives et comportementales (SEBIRE et al., 2006).
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Il y a plusieurs types de lésions cérébrales chez le nouveau-né atteint de PC.
Premièrement, il y a les leucomalacies périventriculaires (LPV) qui sont
caractérisées par des lésions de la substance blanche (GIAUME et al., 2007). La
nécrose neuronale sélective, elle, implique une mort neuronale étendue (YAGER
et ASHWAL, 2009). Il y a aussi les lésions cérébrales parasagittales qui sont
définies comme étant de la nécrose combinée des substances grise corticale et
blanche sous-corticale (CAMPISTOL et al., 1999).
Les deux principales causes de la PC sont souvent combinées et sont de natures
infectieuse-inflammatoire et/ou hypoxique-ischémique. Plusieurs groupes ont
démontrés l'association entre les infections périnatales et ???. L'infection directe
du cerveau néonatal n'est pas l'infection majoritairement impliquée dans
l'induction de la PC. La PC est plutôt causée par des infections maternelles ou
bien des infections systémiques chez le nouveau-né qui engendrent l'expression
de cytokines pro-inflammatoires (GIRARD et al., 2009a). Il y a plusieurs données
épidémiologiques qui suggèrent un lien entre la présence d'une chorioamnionite
et le développement de LPV chez le nouveau-né (YAGER et ASHWAL, 2009). La
chorioamnionite est une infection intrauterine touchant le placenta et parfois le
liquide amniotique qui semble être associée à une augmentation de cytokines
pro-inflammatoires telles l'IL-1 ß et le TNF-a dans le cerveau néonatal (YOON et
al., 1997, BAUD et al., 1999). Plusieurs études soutiennent un lien entre une
infection et la présence de la PC chez le nouveau-né prématuré et chez le
nouveau-né à terme (WU et COLFORD, 2000, SCHENDEL et al., 2002). Les
épisodes d'HI chez le nouveau-né sont causés majoritairement par un
détachement placentaire, une strangulation par le cordon ombilical, et des
complications pendant l'accouchement. L'HI mène à des dommages neuronaux
et peut mener à des retards mentaux, des convulsions, et aussi au
développement de la PC (GILL et PEREZ-POLO, 2008).
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2.2 Comparatifs entre le nouveau-né prématuré et à terme
2.2.1 Différences lésionnelles
Des études chez le nouveau-né humain prématuré et à terme ayant subit une
agression asphyxique ont démontrées que le patron de lésions cérébrales
dépend du temps de gestation et de la durée de l'agression. Chez le nouveau-né
prématuré les lésions sont majoritairement des LPV ou lésions de la substance
blanche tandis que chez le nouveau-né à terme il y a majoritairement présence
de lésions cérébrales cortico-souscorticales parasagittales. La nécrose neuronale
sélective, qui peut atteindre toutes les régions cérébrales, se retrouve peu
importe l'âge gestationnel mais constitue souvent le seul type d'atteinte de la
substance grise chez le prématuré (Fig. 3) (YAGER et ASHWAL, 2009).
Spectrum of Neuropathologic Injury to the Immature Brain
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Figure 3 : Différences lésionnelles selon le temps de gestation. Les lésions
cérébrales varient selon le temps gestationnel, avec la LPV étant prédominante chez le
nouveau-né prématuré, l'infarctus parasagittal étant plus commun chez le nouveau-né à
terme, et la nécrose neuronale sélective étant présente peu importe le temps de
gestation (YAGER et ASHWAL, 2009).
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2.2.2 Différences de développement cérébral
Que l'on parle de nouveau-né humain à terme ou de nouveau-né prématuré,
nous parlons d'un SNC immature. Les différences majeures entre le SNC mature
et immature sont au niveau de la perméabilité de la BHE, l'immaturité des lignées
cellulaires, et l'immaturité des réponses immunes systémiques (GIRARD et al.,
2009b). Mise à part la maturité immunitaire qui diffère entre le nouveau-né et
l'adulte, il y a aussi des différences entre la maturité cérébrale du nouveau-né
prématuré et celle du nouveau-né à terme. Chez le nouveau-né prématuré, né
entre 22 et 37 semaines de gestation, le processus de prolifération et de
migration neuronale se finalise. À la mi-gestation, le processus de neurogénèse
est très avancé mais il reste incomplet jusqu'à après la naissance, ainsi il y a
progression à ce niveau entre le prématuré et le nouveau-né à terme. La
croissance volumétrique cérébrale progresse aussi avec un pic de croissance
durant la première année de vie chez l'homme. La synaptogénèse débute après
six mois de gestation, et ainsi elle peut être très immature chez le nouveau-né
prématuré. Pour ce qui est du processus de myélinisation, il est d'avantage
immature chez les nouveau-nés prématurés puisqu'il débute à la mi-gestation et
se maintient jusqu'à l'adolescence. Pour ce qui est de la formation de la sous-
plaque de neurones qui, avec la plaque corticale va former le cortex cérébral, elle
commence à se former vers le troisième mois de gestation et se termine à 38
semaines de gestation. Ainsi, la formation du cortex cérébral n'est pas terminée
chez le nouveau-né prématuré. Chez le nouveau-né humain à terme, même si les
six couches corticales sont en place et que l'architecture néocorticale est
définitive, la croissance cérébrale est en cours, la synaptogénèse est toujours
dans ses débuts ainsi que le processus de myélinisation (Fig. 4) (YAGER et
ASHWAL, 2009).
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Figure 4 : Développement cérébral selon le temps de gestation et l'espèce. Les
cerveaux des nouveau-nés sont immatures à plusieurs niveaux pour la majorité des
espèces. Plusieurs aspects de cette maturation débutent pendant la gestation et se
maintiennent jusqu'à l'enfance. Il y a ainsi une différence de maturité cérébrale entre le
nouveau-né prématuré, le nouveau-né à terme, et l'adulte (YAGER et ASHWAL, 2009).
2.2.3 Différences de maturité cellulaire et moléculaire
La réponse cellulaire normale en cas de sepsis chez l'adulte implique la migration
de neutrophiles à partir de la moelle osseuse vers la circulation et la prolifération
de progéniteurs granulocytaires pour induire la formation de nouveaux
neutrophiles. Il y a des preuves de neutropénie chez le nouveau-né en cas de
sepsis. Ceci serait dû, entres autres, à une masse de neutrophiles par gramme
de poids qui est le quart de celle observée à l'âge adulte, chez le nouveau-né à
terme, et cette proportion est encore moins élevé chez le nouveau-né prématuré.
De plus, les nouveau-nés ont une capacité limitée d'induire la prolifération de
progéniteurs puisqu'il y a peu de progéniteurs en phase cellulaire de quiescence
en cas de sepsis. Des études chez le rat ont montrées que les nouveau-nés ont
moins de 10% de progéniteurs par gramme de poids comparé aux adultes et plus
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de 75% des progéniteurs chez le nouveau-né sont en phase active du cycle
cellulaire, ainsi en prolifération, malgré l'absence d'infection (CARR, 2000).
La chimiotaxie des neutrophiles est aussi grandement réduite (moitié moins
rapide) chez le nouveau-né comparé à l'adulte. La faible migration des
neutrophiles du nouveau-né est expliquée par l'immaturité du niveau d'expression
des molécules d'adhésions, les ß2 intégrines et les sélectines, ainsi que par des
anomalies du cytosquelette. L'étude de !'endothelium de nouveau-nés humains a
montré que les nouveau-nés prématurés n'ont presque pas d'expression de p-
sélectine, une protéine impliquée dans le roulement des neutrophiles à la surface
endotheliale, tandis que cette expression est normale chez les nouveau-nés à
terme. Mac-1, qui est le récepteur le plus important pour l'adhésion et la
chimiotaxie des neutrophiles, est aussi exprimé différemment entre le nouveau-
né prématuré et le nouveau-né à terme. Chez le nouveau-né humain prématuré à
27 semaines de gestation, il y a seulement 10% de l'expression Mac-1 cellulaire
de l'adulte, tandis qu'on retrouve 57% de l'expression Mac-1 de l'adulte chez le
nouveau-né à terme (CARR, 2000).
La phagocytose des neutrophiles est réduite chez le prématuré comparé au
nouveau-né à terme. Des essais de phagocytose dans des prélèvements de sang
humain ont montrés que les nouveau-nés à terme ont une capacité de
phagocytose d'Escherichia coli (E. coli) semblable à l'adulte tandis que les
neutrophiles du nouveau-né prématuré, entre 23 et 33 semaines de gestation, ont
une réduction de cette capacité de phagocytose. L'explication pour ce déficit de
phagocytose est le manque d'opsonisation dans le sang du prématuré puisque
lorsque les neutrophiles du prématuré sont ajoutés au sang adulte en présence
de E. coli, il n'y a plus de déficit de phagocytose (CARR, 2000). Dans une autre
étude, des essais de phagocytose chez les granulocytes humains en présence
d'E. coli ont montré une corrélation positive entre le temps de gestation et le
nombre de granulocytes E. coli positifs, suggérant un lien entre le temps de
gestation et la capacité de phagocytose des granulocytes. De plus, il y a aussi
des preuves d'une augmentation dépendante du temps de gestation de
17
l'expression de molécules d'adhésion comme le CD62L/L-sélectine chez les
granulocytes (STRUNK et al., 2004).
La relâche de radicaux libres par les neutrophiles, qui est le mécanisme principal
des neutrophiles pour tuer une bactérie engloutie, est différente chez le nouveau-
né humain prématuré et à terme. Dans des conditions d'optimisation de
l'opsonisation, les neutrophiles du prématuré produisent moins de radicaux libres
que ceux du nouveau-né à terme (CARR, 2000).
Les monocytes des nouveau-nés prématurés ont des fonctions déficientes entre-
autres puisque leur expression de HLA-DR est faible comparativement au
nouveau-né à terme et à l'adulte. L'expression sur les monocytes du cluster of
differentiation 14 (CD14), un récepteur cellulaire impliqué dans les réponses au
LPS, est aussi dépendante de l'âge gestationnel (FORSTER-WALDL et al.,
2005). De plus, des essais de phagocytose chez les monocytes suite à une
stimulation par E. coli ont montrés une corrélation positive entre le temps de
gestation et le nombre de monocytes E. coli positifs (STRUNK et al., 2004).
La réponse inflammatoire cérébrale diffère entre le nouveau-né prématuré et le
nouveau-né à terme. Des réponses inflammatoires différentes sont observées
chez la souris à PO comparé à P7 suite à une injection intracerebrale de LPS.
Une infiltration de neutrophiles plus rapide et plus importante, dès 6h post-
injection, est observée à P7 comparé à une infiltration à 12h à PO. Pour ce qui est
de la microglie, elle est aussi activée plus rapidement à P7, dès 24h après
injection comparée à quelques jours après injection à PO. Cette activation
microgliale est caractérisée par une plus grande quantité de cellules F4/80+ et
aussi par un changement de morphologie cellulaire (LAWSON et PERRY, 1995).
La même injection de LPS chez la souris adulte mène à une activation microgliale
à l'intérieur de quelques heures mais à peu d'infiltration de neutrophiles, ce qui
peut être expliqué par la maturité de la BHE (ANDERSSON et al., 1992). Chez
les nouveau-nés, la microglie est moins différenciée que chez l'adulte (LAWSON
et PERRY, 1995). De plus, il y a des preuves que la microglie est plus mature à
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P7 qu'à P1 chez la souris, ainsi suggérant que les réponses inflammatoires par
ces cellules sont également immatures chez le nouveau-né humain, d'autant plus
chez le nouveau-né prématuré (PERRY et al., 1985).
Les nouveau-nés sont très sensibles aux infections; les nouveau-nés prématurés
étant d'avantage sensibles que les nouveau-nés à terme (LEWIS et WILSON,
1995). Cette hypersensibilité peut être expliquée partiellement par des preuves
de réduction d'expression et de fonction du TLR4. Chez l'humain, il y a une
réduction de l'expression et des fonctions du TLR4 chez le nouveau-né
prématuré comparé au nouveau-né à terme, ceux-ci étant tous les deux moindre
que ce qui est observé chez l'adulte. Les réponses fonctionnelles du TLR4 suite à
la liaison au LPS impliquent une activation des monocytes et des lymphocytes
Th1 qui vont produire des cytokines, ces cytokines étant importantes pour
l'induction de réponses immunes et l'élimination des pathogènes. Il y a des
preuves que la production de cytokines serait dépendante du temps de gestation.
Dans le sang extrait du nouveau-né humain prématuré puis stimulé ex vivo par le
LPS, il y a une faible production de TNF-«, d'IL-1ß, et d'IL-6 comparé à ce qui est
détecté chez le nouveau-né à terme, qui reste cependant toujours sous le niveau
de production de l'adulte (FORSTER-WALDL et al., 2005).
D'autres études ont montré des déficits au niveau des réponses anti-
inflammatoires chez les nouveau-nés. Il y a des preuves de très faible production
des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et transforming growth factor-ß (TGF-ß)
dans le sang extrait de nouveau-nés humains puis stimulé par le LPS. Vu que
l'induction de cytokines pro-inflammatoires est possible chez le nouveau-né en
réponse à une infection, le déséquilibre pro/anti-inflammatoire pourrait être
responsable de la grande sensibilité des nouveau-nés aux infections. Dans leur
cas, on observe souvent une dysfonction des organes qui pourrait être en partie
causée par une hyperactivité des cytokines pro-inflammatoires (SCHULTZ et al.,
2004). Ce genre de déséquilibre pro/anti-inflammatoire a aussi été observé au
niveau du système de l'IL-1 dans notre laboratoire. Il a été démontré que dans un
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modèle d'HI avec infection intra-utérine chez le raton à P1, c'est-à-dire à un
développement cérébral équivalent à un nouveau-né très prématuré, il y a une
induction intracerebrale de la cytokine pro-inflammatoire IL-1ß sans équilibre anti-
inflammatoire par \'interleukin-1 receptor antagonist (IL-IRa) (GIRARD et al.,
2008).
Il y a aussi des différences fonctionnelles de la chimiokine IL-8 entre le nouveau-
né prématuré et à terme. L'IL-8 est présente en grande quantité chez le foetus
mais elle semble jouer un rôle dans la maturation et dans l'angiogenèse et non
dans l'inflammation. L'IL-8 foetale n'engendre ainsi aucune infiltration de cellules
inflammatoires dans les tissus fœtaux. Effectivement, il y a deux isoformes
majeurs d'I L-8, soit l'isoforme de 77 acides aminés dérivé de !'endothelium et
l'isoforme de 72 acides aminés sécrété par les monocytes et autres cellules. Ces
deux isoformes ont des rôles différents, la forme de 77 acides aminés est
l'isoforme circulante majoritaire de l'IL-8 chez le nouveau-né prématuré et est
beaucoup moins impliquée dans la chimiotaxie des neutrophiles que la forme de
72 acides aminés, qui est l'isoforme majoritaire chez le nouveau-né à terme et
chez l'adulte (MAHESHWARI et al., 2009).
Il y a aussi des preuves d'immaturité des réponses cellulaires des lymphocytes T
et B et de !'activation du système du complément chez les nouveau-nés
comparés aux adultes mais il y a un manque d'études comparatives entre le
nouveau-né prématuré et le nouveau-né à terme à ces niveaux (BERNER et al.,
1998).
2.3 Modèles animaux de PC chez le rat
Il existe plusieurs modèles animaux de PC chez le raton à différents temps post-
nataux, ces modèles étant des dérivations du modèle initialement décrit par
Vannucci (VANNUCCI et VANNUCCI, 1997). Ces différents temps post-nataux
chez le raton sont comparables à différents temps gestationnels chez l'humain.
Le raton à P1 a une maturité cérébrale comparable à celle du nouveau-né
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humain très prématuré (ROY et al., 2009) tandis que le raton à P12 a une
maturité cérébrale comparable à celle de nouveau-né humain à terme. Le groupe
de Hagberg a fait ces comparaisons inter-espèces en se fondant sur des
données neurochimiques, métaboliques, des patrons d'électro-encéphalographie
(EEG), la formation du synapse, la croissance et prolifération cellulaire, et la
maturité de la BHE (HAGBERG et al., 1997). Des différences lésionnelles selon
le temps de gestation sont observées dans les modèles animaux et sont
comparables à celles observées chez l'humain. Par exemple, dans le modèle très
prématuré (P1) du laboratoire, nous avons montré des régions de nécrose
neuronale sélective au niveau du cortex (LAROUCHE et al., 2005) et des lésions
de la substance blanche suite à une Hl avec ou sans LPS dans les deux
hémisphères cérébraux (SEBIRE et al., 2006), ainsi des lésions semblables à
celles décrites chez le nouveau-né humain prématuré atteint de LPV.
Le Tableau 1 résume les modèles animaux de lésions cérébrales chez le rat à
des temps post-nataux entre 7 et 12 jours. L'originalité du modèle caractérisé
dans ce projet est la combinaison d'une infection systémique par le LPS i.? à
raison de 200 µg/kg avec une Hl chez les ratons à P12. De plus, c'est un des
rares modèles animaux à des temps post-nataux semblables qui induit une
hypoxie d'une durée aussi longue, de 2h30 à 3h30 à 8% d'oxygène, ainsi nous
permettant de comparer les différences lésionnelles et d'induction de cytokines
entre les nouveau-nés prématurés versus les nouveau-nés à termes avec les
mêmes agressions. C'est aussi la première étude dans ce cadre qui analyse
l'induction protéique des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1 ß par
plusieurs techniques combinées, incluant des techniques in situ permettant
d'associer la surexpression de ces cytokines avec les lésions cérébrales.
Finalement, c'est la seule étude qui a fait des essais de neuroprotection à P12 en
administrant des bloqueurs de cytokines pro-inflammatoires de façon
cliniquement plausible, c'est à dire i.p, afin de déterminer s'il y a un lien de
causalité entre la surexpression de ces cytokines pro-inflammatoires et les
lésions cérébrales chez le nouveau-né à terme.
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Tableau 1 : Modèles animaux de lésions cérébrales chez le rat entre P7-P12.
4
7
7
15
26
60
12
Description du
modèle
LPS 2-72h avant
l'ischémie par
cautérisation
Hypoxie : 7.7%
20-50 min
Ischémie : Ligature
permanente
Hypoxie : 8%
30-60 min
Résultats
Le LPS sensibilise les cerveaux de raton à ???
si administré à 72h et entre 4-6h et avant ???.
LPS 0.3mg/kg i.p 4h
avant l'ischémie par
cautérisation
Hypoxie : 7.7%
10 à 50 min
Ischémie : ligature
permanente
Hypoxie : 8% 90 min
Ischémie :
cautérisation
Hypoxie : 7.7%
70 min
Ischémie : ligature
permanente
Hypoxie : 8%
120 min
Histologie : Mort neuronal ipsilatérale à
l'ischémie
Western : Rôle de la caspase-3 dans la mort
neuronale après Hl décline avec l'âge
Mortalité : LPS+HI seulement
Histologie : amplification des lésions
cérébrales par le LPS RT-PCR : Induction de
CD14 suite au LPS, expression TLR-4
inchangée jusqu'à 6hrs post LPS.
Réf.
(EKLIND et al.
2005)
(HU et al., 2000)
(EKLIND et al.
2001)
Infarctus dans l'hémisphère ipsilatéral à
l'ischémie progresse entre 1-4 semaines
Cycloheximide réduit l'apoptose et la nécrose
cellulaire ainsi que la taille de l'infarctus
RT-PCR: induction d'alpha chimiokines et IL-
1ß et TNF-a majoritairement dans
l'hémisphère ipsilatéral à l'ischémie, ensuite de
ß-2integrines avant l'infiltration de
lymphocytes, neutrophiles, macrophages, et
cellules NK
LPS 1 mg/kg i.p 4h
avant l'ischémie par
ligature permanente
Hypoxie : 8% 1h
Ischémie par ligature
permanente
Hypoxie 8% 3h
Ischémie par
cautérisation
Hypoxie 7.7%
70-100 min
Ischémie par ligature
et injection i.p de
rabbit polyclonal anti-
rat neutrophil sérum
et/ou d'allopurinol
Hypoxie 8.0% 2h25
Dommages et réduction MAP2 ipsilatéral à
l'ischémie, neuroprotection significative par
TAT-NBD (inhibition de la voie IKK/NF-??) par
augmentation MAP2, réduction dommages,
mais sans réduction de cytokines pro-
inflammatoires
Histologie : le LPS amplifie les dommages
cérébraux induits par ???.
Comportement : Déficits de mémoire et
d'attention suite à la combinaison LPS+HI
(PARK et al.
2006)
(BONA et al.
1999)
(NIJBOER et al.
2008)
(IKEDA et al.
2004)
RT-PCR/Immunobuvardage Southern :
Induction d'ARNm d'IL-1ß et de TNF-a dans le
prosencéphale lésé et NMDA intracérébrale
induit lésions excitotoxiques
Augmentation d'ARNm IL-1 ß ipsilatéral à
l'ischémie dès 1h post-HI et augmentation de
l'activité biologique de l'IL-1. Injection
intracébérale d'IL-1Ra après et avant Hl est
neuroprotecteur
L'HI augmente la quantité de neutrophiles
ipsilatéral à l'ischémie. La neutropénie induite
réduit l'inflammation cérébrale d'environ 70%,
ce qui est comparable au traitement à
l'allopurinol
Ischémie : ligature
permanante
Dommage neuronal et hyperexpression CD68
ipsilatéral à l'ischémie
(SZAFLARSKI
étal., 1995)
(HAGBERG et
al., 1996)
(HUDOME et
al., 1997)
(VAN DEN
TWEEL et al.
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+/-
Hypoxie : 8% 90 min
Réduction expression MAP2 ipsilatéral, P-Akt,
Augmentation de l'expression de Hsp70
ipsilatéral, P-ERK1/2, HIF-1alpha, IL-1 et TNF
dans les deux hémisphères cérébraux
2006b)
12 Ischémie : ligature
permanente
Hypoxie : 8% 90 min
NBD à différents temps post-HI augmente les
dommages cérébraux
(VAN DEN
TWEEL et al.
2006a)
2.4 Lien entre les cytokines pro-inflammatoires et la PC
Il y a plusieurs études qui suggèrent un lien entre l'expression de cytokines pro-
inflammatoires et les lésions cérébrales périnatales. Des analyses in situ sur des
cerveaux de nouveau-nés humains ayant décédés après quelques jours de vie et
ayant des LPV ont montrées une co-localisation d'astrocytes, de neurones, de
cellules microgliales, d'oligodendrocytes, et d'IL-1ß et de TNF-a avec les lésions
cérébrales et les régions environnantes. De plus, les récepteurs du TNF-a se
retrouvent uniquement dans les zones lésées et il y a des preuves d'activation de
la oxyde nitrique synthase dans les lésions, ainsi supportant le rôle neurotoxique
des cytokines pro-inflammatoires dans cette pathologie (SEBIRE et al., 2006).
Finalement, l'analyse du liquide cérébrospinal de nouveau-nés asphyxiés a
démontré que les quantités d'IL-6, d'IL-1ß et de TNF-a corrélaient avec le score
clinique de sévérité d'encéphalopathie (SCHMITZ et CHEW, 2008).
Une des preuves de la neurotoxicité de l'IL-1 in vivo chez le rongeur est
l'induction forte et rapide de cette cytokine dans des contextes menant à la perte
neuronale, comme par exemple suite à une Hl et des agressions excitotoxiques
et traumatiques. De plus, l'inhibition d'IL-1 in vivo réduit la perte neuronale induite
dans les modèles adultes par l'ischémie cérébrale et plusieurs autres formes de
dommages cérébraux (ROTHWELL et LUHESHI, 2000). D'autres preuves de la
neurotoxicité des cytokines pro-inflammatoires ont été observées dans des
études in vivo chez le raton lors de l'injection intracerebrale et i.p d'IL-1 ß et de
TNF-a. L'injection de ces cytokines pro-inflammatoires dans la substance
blanche induit !'activation microgliale et des dommages à la myéline (CAI et al.,
2004). L'injection i.p de cytokines pro-inflammatoires, tant qu'à elle, amplifie les
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dommages cérébraux induits suite à l'injection intracerebrale d'un antagoniste
glutamatergique (DOMMERGUES étal., 2000).
Hagberg a montré un lien de causalité entre la surexpression d'IL-1ß et les
dommages cérébraux induits par ??? chez le raton à P7 en injectant de façon
intracerebrale l'IL-1Ra-rh avant ou après ??? et en observant un effet
neuroprotecteur. Cette expérience a montré une augmentation de la survie des
ratons et une réduction des dommages cérébraux suite à l'injection d'IL-1Ra
avant G??. L'injection après ??? n'a pas montré de réduction de la moyenne des
dommages cérébraux mais il y avait une plus grande quantité d'animaux sans
dommages cérébraux comparé aux animaux non-traités (HAGBERG et al.,
1996). Une autre équipe avait précédemment montré le même lien de cause à
effet en administrant aussi de l'IL-1Ra-rh dans un modèle d'HI chez le raton à P7
mais cette fois par des injections sous-cutanées à une dose de 100mg/kg. Cette
étude montre une réduction importante des dommages cérébraux induites par
??? suite au traitement répété avec l'IL-1Ra-rh, ceci avec ou sans traitement pré-
Hl et sans effets secondaires relié au médicament (MARTIN et al., 1994).
La complexité des cytokines dans le SNC en développement est un couteau à
double tranchant, avec des rôles tropiques dans le développement et
neurotoxiques dans certaines conditions pathologiques. L'immaturité du SNC et
du système immunitaire du nouveau né et la maturation de ces systèmes au fil du
développement rendent d'autant plus intéressante la recherche sur les rôles des
cytokines pro-inflammatoires dans la PC.
Partie 3 - Les cytokines pro-inflammatoires
Les cytokines sont des facteurs pléiotropiques qui sont impliqués dans les
défenses de l'hôte contre les agressions. En effet, elles font partie de l'immunité
innée et de l'immunité adaptative et elles sont induites rapidement chez presque
tous les types cellulaires suite à différentes agressions (SCHMITZ et CHEW,
2008). Les cytokines agissent ensemble en tant que système, avec des
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redondances dans leurs voies de signalisation et dans leurs effets biologiques, en
plus de s'influencer mutuellement (TRACEY, 1994). Les cytokines peuvent être
pro-inflammatoires (par exemples l'IL-1 et le TNF) ou anti-inflammatoires (par
exemples l'IL-1 0 et le TGF-ß) (PAWATE, 2008). L'implication des cytokines dans
les défenses de l'hôte est très variée. Les cytokines vont induire l'expression de
d'autres cytokines, induire l'infiltration de leucocytes, influencer l'expression
génique des cellules gliales, et induire la synthèse de facteurs trophiques. Tous
les médiateurs induits par les cytokines peuvent être soit impliqués dans
l'évolution des dommages cérébraux ou dans la réparation des dommages
(SZAFLARSKI et al., 1995). Les effets biologiques des cytokines pro-
inflammatoires qui les rendent susceptibles d'être impliquées dans la progression
de dommages cérébraux sont l'induction de synthèse de cytokines, la synthèse
d'oxyde nitrique, l'infiltration de leucocytes, l'induction de molécules d'adhésion,
la modification de l'expression de gènes gliaux, et leurs effets toxiques sur les
oligodendrocytes (SALIBA et HENROT, 2001). Les cytokines ont aussi des rôles
importants à jouer dans le développement (GIRARD et al., 2009b). Effectivement,
les cytokines pro-inflammatoires telles l'IL-ß et le TNF-a sont impliquées dans la
migration, la differentiation, la prolifération et la mort neuronale pendant le
développement (MERRILL, 1992). Les cytokines ont des rôles neurotrophiques et
protecteurs via l'induction du nerve growth factor et du brain-derived neurotrophic
factor. Ces rôles sont très importants dans le développement du SNC et aussi
suite à différentes agressions (GIRARD et al., 2009b).
Les cytokines sont normalement présentes en faibles quantités dans le SNC mais
sont rapidement induites en conditions pathologiques. L'induction rapide et
soutenue de ces cytokines dans des conditions pathologiques (telles une
infection ou une Hl) peut mener à un déséquilibre cérébral avec un impact sur le
développement neuronal et finalement la perte cellulaire. De plus, les chimiokines
(cytokines qui sont impliquées dans le recrutement de cellules inflammatoires)
vont aussi être induites dans certaines conditions pathologiques et être
impliquées dans l'amplification des réponses immunitaires initiales (SCHMITZ et
CHEW, 2008). Lors d'une agression cérébrale, les cytokines et chimiokines sont
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produites majoritairement par les cellules gliales activées. Il y a production de
cytokines pro-inflammatoires et ensuite de cytokines anti-inflammatoires afin de
contrebalancer la réponse inflammatoire. L'équilibre pro/anti-inflammatoire serait
ainsi très important pour maintenir l'homéostasie cérébrale en situation
pathologique (PAWATE, 2008).
Puisque j'ai analysé l'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1ß etTNF-a
dans mon projet de maîtrise, je vais détailler l'expression, les rôles biologiques et
les voies de signalisation de ces systèmes. Je me suis concentrée sur ces
cytokines pro-inflammatoires puisqu'il y a d'avantage de preuves d'implication de
celles-ci dans la PC comparé aux autres cytokines. L'IL-1ß et le TNF-a sont
souvent exprimés simultanément et partagent des rôles pro-inflammatoires et de
croissance cellulaire (SZAFLARSKI et al., 1995). Malgré le fait que ces deux
cytokines pro-inflammatoires semblent pouvoir compenser l'un pour l'autre et
d'avoir des effets semblables, plusieurs études ont montré des réponses
différentielles suite à une stimulation par ces cytokines et leurs voies de
signalisation ne se superposent pas complètement (LAI et TODD, 2006).
3.1 Le système de l'IL-1
En 1972, Gery et Waksman ont découvert un facteur ayant la capacité
d'amplifier la réponse des cellules T aux mitogenes chez la souris. Ils ont aussi
découvert que s'ils déplétaient les macrophages, cette potentialisation n'avait pas
lieu. Ils ont ainsi nommé ce facteur lymphocyte activating factor (LAF). En 1979,
lors d'un congrès international sur les lymphokinines, le nom IL-1 a été proposé
afin de décrire cette protéine ayant plusieurs activités biologiques différentes,
entre-autres !'activation de lymphocytes, de cellules B, et de thymocytes
(CAVAILLON, 1993a).
Il y a deux isoformes de l'IL-1, soit l'IL-1 a et l'IL-1 ß, qui sont d'abord synthétisés
sous formes de précurseurs de 31 kDa. Les formes matures de ses agonistes
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sont de 17 kDa suite à un clivage extracellulaire soit par des proteases pour l'IL-
1a et dans le cas de NL-1ß, par certaines enzymes communes mais
majoritairement par l'enzyme de conversion spécifique pour l'agoniste IL-1 ß
nommé interleukin-1ß converting enzyme (ICE). Contrairement à la forme IL-Ia,
la forme précurseur de NL-1ß nécessite un clivage afin d'atteindre son activité
biologique optimale. Puisque ???_-1ß n'a pas de séquence guide qui permet le
clivage des précurseurs dans le golgi et le transport subséquent en dehors de la
cellule, une certaine quantité demeure dans le cytosol de la cellule. L'homologie
des deux formes matures d'IL-1a et d'IL-1ß est seulement de 26% malgré leur
ressemblance structurelle en trois-dimensions (DINARELLO, 1994). Il existe
aussi une forme membranaire de ?? L-I qui a un poids moléculaire de 23kDa
(CAVAILLON, 1993a).
Le système de l'IL-1 inclut un antagoniste naturel compétitif de l'IL-1, soit l'IL-1 Ra
qui est une protéine de 23-25 kDa (DINARELLO, 1994). L'IL-1 Ra se lie aux
récepteurs de façon compétitive aux agonistes mais, contrairement aux
agonistes, ne permet pas d'induire de signalisation intracellulaire (GIRARD et al.,
2009b).
Il existe deux récepteurs de l'IL-1 qui font partie de la superfamille des
immunoglobulines. Le récepteur interleukin-1 receptor (IL-1R)1 de 80 kDa lie
préférablement l'IL-1a tandis que le récepteur IL-1R2 de 68 kDa lie
préférablement la forme IL-1 ß. Le récepteur IL-1R1 se retrouve à la surface de la
majorité des cellules et est le seul récepteur de l'IL-1 qui permet la transduction
du signal (DINARELLO, 1994). Effectivement, le récepteur IL-1R2 est un
récepteur leurre qui va lier les agonistes mais ne va pas induire une signalisation
intracellulaire (GIRARD et al., 2009b). Les récepteurs peuvent aussi se retrouver
sous forme soluble (CAVAILLON, 1993a).
L'IL-1 en très faibles quantités peut induire une réponse biologique, soit lors de
l'occupation de seulement 2% de ses récepteurs (DINARELLO, 1994) ou à des
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concentrations inférieures à 0,1 nM (CAVAILLON, 1993a). Il y a plusieurs voies
de transduction de signal pour l'IL-1, soit par le couplage aux protéines G,
!'activation de !'adenosine monophosphate cyclique (AMPc) ou !'activation de la
sphingomyelinase. La liaison de l'IL-1 à l'IL-1 R1 mène à la formation de kinases
intracellulaires qui vont être impliquées dans ia phosphorylation de plusieurs
protéines, récepteurs et facteurs de transcription (DINARELLO, 1994). Une
protéine accessoire, le interleukin-1 receptor accessory protein (IL-IRAcP) doit
d'abord se lier au complexe IL-1R1-IL-1 qui constitue une liaison de faible affinité
afin de transformer cette liaison en une liaison de haute affinité et de permettre la
transduction du signal. Cette liaison permet !'activation de deux kinases
associées au complexe de récepteur, IRAK-1 et IRAK-2. IRAK-1 active et recrute
TRAF6 qui lui va être impliqué dans !'activation de deux voies de signalisation
impliquant des kinases. Une de ces voies mène à !'activation du facteur de
transcription NF-??, et l'autre mène à !'activation d'AP-1 (Fig. 5).
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Figure 5 : Voies de signalisation de l'IL-1. Suite à la liaison de l'IL-1 au récepteur IL-
1R1, l'IL-IRAcP doit se lier au complexe IL-1R1-IL-1 afin de permettre la transduction du
signal. Cette liaison permet !'activation d'une cascade de kinases menant à !'activation
du facteur de transcription NF-?? et à !'activation de c-Jun.
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Les sources cellulaires non-cérébrales de l'I L-I sont, parmi les cellules immunes,
principalement les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de
Langerhans, les cellules endotheliales, les lymphocytes T et B, et les cellules
natural killer (NK) (CAVAILLON, 1993a). Pour ce qui est de l'expression des
récepteurs de l'IL-1, IL-1R1 se retrouve de façon prédominante sur les cellules
endotheliales, les hépatocytes, les fibroblastes, les kératinocytes et les
lymphocytes T tandis que le récepteur IL-1R2 se retrouve principalement sur les
lymphocytes B, les monocytes, et les neutrophiles (DINARELLO, 1994).
L'IL-1 a des activités diversifiées, touchant les réponses immunes,
hématologiques, métaboliques et comportementales en agissant principalement
localement, de façon autocrine et paracrine, voire plus à distance (endocrine). Au
niveau du SNC (hypothalamus), cette cytokine peut induire la fièvre, la production
d'hormones, et réduire l'appétit. Parmi ces multiples activités immunes, l'IL-1
induit !'activation des cellules immunes telles les lymphocytes et les cellules NK,
augmente la production d'anticorps et de cytokines, augmente la phagocytose,
induit le chimiotactisme et la dégranulation des polymorphonucléaires (PMN). Au
niveau cardiovasculaire, l'IL-1 induit, entre autres, une hypotension et une
augmentation du rythme cardiaque. Sur le plan hématologique l'IL-1 provoque
une augmentation de la neutrophilie et une prolifération des lymphocytes. L'IL-1
induit aussi la prolifération de plusieurs types cellulaires du SNC tels les cellules
gliales (CAVAILLON, 1993a). De plus, l'IL-1 augmente les réponses des cellules
T aux mitogenes, augmente l'expression de molécules d'adhésion, induit
l'expression de cytokines pro-inflammatoires, chimiokines, et autres molécules
inflammatoires qui permettront le recrutement et !'activation de macrophages,
lymphocytes et neutrophiles ainsi menant à l'amplification de la cascade
inflammatoire afin de mieux répondre à une infection ou à un dommage tissulaire
(BASU et al., 2004).
Vu que l'IL-1 Ra est l'antagoniste naturel de l'IL-1, l'équilibre entre les deux
cytokines est un aspect important pour la gestion de la réponse inflammatoire.
Une production d'une faible quantité d'IL-1, rapidement suivie d'une production
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importante d'IL-1Ra est une réponse physiologique normale à une infection. Dans
des cas d'inflammation systémique chez l'humain, 100 000 fois plus d'IL-1Ra par
rapport à l'IL-1 est nécessaire pour réduire la mortalité tandis qu'une réponse
physiologique normale implique une production de seulement 100 fois plus d'IL-
1Ra par rapport à l'IL-1, ainsi suggérant que la compensation anti-inflammatoire
par l'IL-1 Ra peut être insuffisante pour balancer les effets pro-inflammatoires de
l'IL-1 dans certains contextes d'inflammation accrue ou systémique
(DINARELLO, 1994).
Au niveau cérébral, les astrocytes, la microglie, et les oligodendrocytes expriment
de façon constitutive l'IL-1 ß et ses récepteurs (SCHMITZ et CHEW, 2008). La
microglie exprime l'ICE, la caspase activant la forme pro-IL-1ß (SHAFTEL et al.,
2008). Il y a aussi des preuves que l'IL-1 ß peut être produite par les neurones et
!'endothelium dans le SNC (SALIBA et HENROT, 2001). L'expression cérébrale
d'IL-1ß est plus importante lors du développement et devient faible à l'âge adulte.
Ceci peut être expliqué par le fait que l'IL-1 ß agit comme facteur de croissance
pour les astrocytes pendant le développement (SCHMITZ et CHEW, 2008). L'IL-
1ß est impliquée dans la neuroinflammation en réponse à des dommages
cérébraux et à des infections (PAWATE, 2008). L'IL-1 ß serait aussi impliquée
dans la remyélinisation suite à un dommage cérébral (SCHMITZ et CHEW,
2008). La production d'IL-1 ß est induite par les produits microbiens tel le LPS, par
certaines cytokines telles l'IFN-?, le TNF, l'IL-2, l'IL-1, par le colony stimulating
factor, par ???, par les produits du complément et plusieurs autres (CAVAILLON,
1993a). La synthèse d'IL-1 par les cellules mononucléaires telles les
macrophages, incluant la microglie, est très rapide suite à une stimulation
microbienne. L'endotoxine stimule la production d'IL-1 et d'IL-1 Ra chez les
monocytes humains par la même cellule, la synthèse d'IL-1 précédant celle de
l'antagoniste. Lors d'un dommage tissulaire, quel qu'en soit sa cause, l'IL-1 est
aussi rapidement induite et va jouer un rôle dans la pathogenèse de la maladie
(DINARELLO, 1994). L'IL-1 produite peut avoir des effets neurotoxiques via
!'activation des astrocytes et de la microglie, l'induction de la production de
30
cytokines pro-inflammatoires, !'exacerbation de l'œdème induite par une
ischémie, l'induction de la production de la matrix metallopeptidase 9, et
l'induction de la production de radicaux libres. Il y a aussi plusieurs preuves du
rôle de l'IL-1 ß dans le recrutement de leucocytes tels les neutrophiles, les
lymphocytes, les cellules dendritiques et les monocytes au SNC via l'induction de
l'expression de MCP-1 par les astrocytes et du intercellular adhésion molécule-1
par les cellules endotheliales vasculaires du cerveau (SHAFTEL et al., 2008).
Pour ce qui est des effets neurotrophiques de l'IL-1, elle peut induire la
prolifération astrocytaire, la pousse neuritique, la synthèse du brain-derived
neurotrophic factor, et aussi induire la relâche de cytokines anti-inflammatoires
(GIRARD et al., 2009b). L'IL-1 peut aussi promouvoir la survie des neurones
primaires en induisant la production du nerve growth factor (NGF) par les
astrocytes et induire le fibroblast growth factor-2 qui peut agir comme un facteur
trophique au niveau des neurones moteurs et des neurones du cerveau antérieur
basal (BASU et al., 2004).
3.2 Le système du TNF
LeTNF a été découvert en 1975 comme étant une substance étant capable
d'induire la nécrose des tumeurs. La production de TNF a d'abord été observée
chez les macrophages suite à une stimulation au LPS. En 1984, un médiateur
cytotoxique nommé lymphotoxine a été cloné; il était homologue au TNF et était
produit par les lymphocytes T après diverses stimulations. En 1985, un groupe
étudiant la cachexie associée aux infections parasitaires a nommé cachectine la
molécule responsable de l'inhibition de la lipoprotéine lipase. La cachectine avait
la même séquence que le TNF préalablement découvert et était aussi produite
par les macrophages stimulés par la LPS. Le TNF produit par les macrophages a
été renommé TNF-a tandis que la lymphotoxine produite par les lymphocytes a
été nommé TNF-ß (CAVAILLON, 1993b).
Le TNF-a est premièrement synthétisé sous forme d'un précurseur membranaire
biologiquement actif de 26 kDa qui est ensuite clivé par protéolyse par le TNF-a
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Converting enzyme (TACE). Le clivage de cette forme membranaire mène à une
protéine de 17 kDa qui va être relâchée et qui va former des homotrimères
(FIGIEL, 2008).
Il y a deux récepteurs du TNF, soit Ie tumor necrosis factor-receptor (TNF-
R)1/p55 et Ie TNF-R2/p75 qui peuvent lier le TNF-a et le TNF-ß. Le TNF-R1 va
lier majoritairement le TNF-a tandis que le récepteur TNF-R2 va lier les deux
isoformes, soit TNF-a et TNF-ß (TRACEY, 1994). Ces récepteurs semblent être
présents à la surface de toutes les cellules sauf les globules rouges. Les affinités
de ces récepteurs diffèrent. Les deux récepteurs peuvent mener à une
signalisation intracellulaire et sont impliqués dans les fonctions biologiques du
TNF-a. Pour qu'il y ait activité biologique maximale, moins de 5% des récepteurs
du TNF-a doivent être occupés. Suite à la liaison à son récepteur, le TNF-a est
internalise mais la signalisation est indépendante de cette internalisation.
Certaines études suggèrent qu'il y aurait regroupement de trois récepteurs de
TNF-a pour la liaison d'une trimère de TNF-a. Les récepteurs peuvent aussi être
clivés en protéines circulantes (récepteurs solubles) liant le TNF-a suite à des
stimulations par le TNF-a lui-même, d'autres cytokines, le LPS, et aussi dans des
cas de maladies systémiques. La liaison du TNF-a à ses récepteurs solubles
peut avoir deux effets selon leur quantité : soit agir comme réservoirs de TNF-a
pour sa libération graduelle et ainsi contrôler l'activité du TNF-a en faible quantité
ou si ils sont en grande quantité, avoir un effet d'antagoniste du TNF-a (TRACEY,
1994).
Plusieurs voies de signalisation sont induites par la liaison du TNF-a à ses
récepteurs, menant ainsi à plusieurs effets biologiques (TRACEY, 1994). Le
récepteur TNF-R1 est associé à un domaine cytoplasmique de mort menant à
l'apoptose cellulaire (FIGIEL, 2008). Le récepteur TNF-R2 mène plutôt à la
prolifération cellulaire (TRACEY, 1994). La liaison du TNF-a à ses récepteurs va
mener à !'activation de plusieurs effecteurs qui mènent à !'activation de caspases
et de deux facteurs de transcription, soit AP-1 et NF-??. La liaison du TNF-a au
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récepteur TNF-R1 va premièrement recruter le TNFR-associated death domain
(TRADD). TRADD recrute ensuite le Fas-associated protein with death domain
(FADD)1 le RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous protein with a death
domain (RAIDD), le MAPK activating death domain (MADD), et le receptor-
interacting protein (RIP). La liaison de TRADD et FADD au TNF-R1 induit
!'activation de la Caspase 8. Cette caspase va ensuite initier une cascade
d'activation de caspases et mener à l'apoptose cellulaire. La Caspase 8 va aussi
cliver le BH3 Interacting Death domain (BID) afin de former le truncated BH3
interacting death domain (tBID) impliqué dans la relâche du facteur pro-
apoptotique Cytochrome C (Cyto C). Le Cyto C va ensuite se lier à ïapoptosis
protease-activating factor-1 (APAF1) afin de recruter la Caspase 9 qui elle va
activer la Caspase 3. D'autres voies de signalisation via TNF-R1 impliquent le
TNF receptor-associated factor-2 (TRAF2) qui peut mener à !'activation de Jun N-
terminal kinase (JNK) ou NF-??. L'activation du récepteur TNF-R2 mène
majoritairement à l'activation des facteurs de transcription NF-?? et AP-1 (Fig. 6).
Figure 6 : Voies de
signalisation du TNF. La
liaison du TNF au
récepteur TNF-R1,
associé à un domaine de
mort, mène à l'apoptose
via l'activation des
caspases. La liaison du
TNF au récepteur TNF-R2
mène plutôt à la
l'activation de facteurs de
transcription tel NF-??
(ZYWIAK et al., 1999).
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Le TNF-a est une protéine qui a plusieurs rôles biologiques. C'est une cytokine
pro-inflam mato i re qui est produite in vivo majoritairement par les
monocytes/macrophages mais aussi par les lymphocytes, mastocytes,
basophiles, eosinophiles, cellules NK, cellules B & T, cellules Kupffer,
kératinocytes, ainsi que par les cellules tumorales (TRACEY, 1994).
Le TNF va avoir plusieurs effets biologiques. Au niveau du SNC, le TNF-a induit
la fièvre et l'anorexie. Le TNF-a est aussi impliqué dans l'augmentation de la
cytotoxicité cellulaire en induisant, entre autres, l'activité des cellules NK
(TRACEY, 1994). Au niveau systémique, le TNF-a induit, entre autres, la
cachexie, la coagulation et l'hypotension. Le TNF-a augmente la perméabilité
vasculaire, augmente l'adhésion cellulaire, et induit la production de d'oxyde
nitrique au niveau de !'endothelium vasculaire. Les neutrophiles sont sensibles au
TNF-a qui induit leur dégranulation. Le TNF-a va aussi induire !'activation de
plusieurs types cellulaires, tels les lymphocytes T, les neutrophiles, et les
monocytes/macrophages (CAVAILLON, 1993b).
Dans le cerveau, le TNF-a est produit majoritairement par la microglie, mais aussi
par les astrocytes et par certaines populations de neurones (FIGIEL, 2008).
Plusieurs stimuli immunologiques induisent l'expression de TNF tels les tumeurs,
le LPS et autres produits microbiens, et les cytokines telles l'IL-1, le TNF, l'IL-2, et
l'IFN (CAVAILLON, 1993b). Le TNF-a va induire la production de d'autres
cytokines comme l'IL-1, et l'IFN-? qui sont impliquées dans son induction et dans
l'extension de ses effets biologiques. Les cytokines qui régulent négativement le
TNF-a sont principalement le TGF-ß et l'IL-1 0 (SCHMITZ et CHEW, 2008). Le
TNF peut avoir plusieurs effets neurotoxiques comme !'activation de la microglie
et des astrocytes, la mort cellulaire (les oligodendrocytes sont particulièrement
sensibles), l'induction de la production d'oxyde nitrique, et le bris de la BHE
(GIRARD et al., 2009b). Le TNF serait aussi impliqué dans la gliose, la
démyélinisation, l'adhésion cellulaire et la réactivité immune (KRAFT et al., 2009).
Il a été démontré que le TNF pourrait aussi avoir des effets neurotrophiques. Par
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exemple, suite à une ischémie, il y a une exagération des dommages cérébraux
chez les animaux n'exprimant pas le TNF-a par rapport aux animaux non-
modifiés génétiquement (SCHMITZ et CHEW, 2008). Pour ce qui est de
l'expression intracerebrale du TNF-a et de ses récepteurs, les deux récepteurs
sont présents sur les neurones et sur les cellules gliales (FIGIEL, 2008). Les
astrocytes et les oligodendrocytes expriment majoritairement le TNF-R1 tandis
que la microglie exprime de façon équivalente les deux récepteurs, TNF-R1 et
TNF-R2 (SCHMITZ et CHEW, 2008).
Le TNF-a est impliqué dans le développement cérébral, en effet il est présent en
grande quantité dans le cerveau embryonnaire. Pourtant, des modifications
génétiques inhibant l'expression de TNF-a n'ont pas d'effet sur le développement
neurologique (SCHMITZ et CHEW, 2008). Ceci suggère que des redondances
fonctionnelles avec d'autres cytokines, comme l'IL-1 qui partage d'ailleurs
plusieurs voies de transduction de signal avec le TNF, puissent apporter des
compensations.
3.3 Activation de NF-kB
NF-kB est un facteur de transcription composé d'un dimère de sous-unités
appartenant à la famille ReI. Le fait de posséder un domaine homologue ReI
permet la liaison à l'ADN, la dimérisation, et la localisation nucléaire. Le contrôle
de !'activation de ce facteur de transcription dépend de la liaison des sous-unités
ReI à une unité inhibitrice IkB (PAWATE, 2008). Sous cette configuration, NF-kB
se trouve sous forme inactive en d'hétérodimère composée de sous-unités p50 et
p65 (FIGIEL, 2008). Lors de la phosphorylation de deux résidus serine d'hcB par
NkB kinase, IkB est ubiquitiné et dégradé par le protéasome 26S. Ceci permet
d'exposer les domaines ReIs de NF-?? qui se transloque ensuite au noyau et se
lie à l'ADN pour induire sa transcription. NF-?? est activé entre autres
directement par le LPS (via son récepteur TLR-4), et via les cytokines pro-
inflammatoires telles l'IL-1 ß et le TNF-a, les chimiokines ou lors de dommages
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cérébraux. L'activation de NF-?? mène à l'induction de médiateurs de
l'inflammation tels les cytokines, les chimiokines, et les molécules d'adhésion
(PAWATE, 2008).
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Hypothèse et objectifs de recherche
L'hypothèse de mon projet de recherche était que les cytokines pro-
inflammatoires amplifient les dommages cérébraux dans des contextes
pathologiques menant à la PC chez le nouveau-né à terme.
L'objectif principal de mon projet de maîtrise était d'analyser les rôles des
cytokines pro-inflammatoires dans un modèle de lésions cérébrales semblables à
celles retrouvées chez le nouveau-né à terme. Pour ce faire, il fallait
premièrement (1) caractériser un nouveau modèle animal, que j'ai développé
dans le laboratoire, de lésions cérébrales induites par une inflammation combinée
à une Hl chez des ratons à P12, à un temps où la maturité cérébrale des ratons
est comparable à celle d'un nouveau-né humain à terme (ROMIJN et al., 1991,
HAGBERG et al., 2002). Cette caractérisation impliquait l'analyse des patrons de
lésions cérébrales, du comportement animal, de l'expression de cytokines pro-
inflammatoires et de la gliose dans le modèle animal. Ensuite, (2) un comparatif
entre l'induction de cytokines pro-inflammatoires IL-1 ß et TNF-a entre les
modèles P1 (prématuré) et P12 (à terme) du laboratoire a permis de mettre en
évidence les différences des réponses inflammatoires entre ces deux stades de
développement et possiblement expliquer les différences lésionnelles retrouvées
chez les nouveaux-nés humains prématurés et à terme. Finalement, (3) des
essais de neuroprotection en bloquant la ou les cytokines induites ont permis de
déterminer s'il y avait un lien de causalité entre les cytokines pro-inflammatoires
et les lésions cérébrales.
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Matériel et méthodes
Modèle animal P12
Des rates Lewis ont été obtenues de Charles River (Saint-Constant, QC,
Canada) à 14-16 jours de gestation et laissées à la mise bas normale. À P12, la
moitié des ratons d'une portée a été injectée de façon intraperitoneale (i.?) avec
de la saline et l'autre moitié avec 200 pg/kg de lipopolysaccharide (LPS) dans un
volume final de 50µ?. Quatre heures après cette injection, certains ratons ont subi
une ligature de la carotide commune droite sous anesthésie avec l'isoflurane (5%
pour l'induction et 2% pour maintenance, débit d'air de 2 litres/minute) afin de
provoquer une ischémie. Ceci a été fait sur un tapis chauffant afin d'éviter
l'hypothermie des ratons (température ambiante contrôlée à 37°C). Le délai de 4h
a été établi selon une étude montrant un effet synergique du LPS combiné à l'HI
suite à un délai de 4-6h entre les deux agressions (EKLIND et al., 2006). D'autres
ratons ont subi une chirurgie sham qui implique une incision et isolation de la
carotide commune droite sans ligature de celle-ci. Les ratons ayant subi
l'ischémie sont retournés à leurs mères pour 30 min avant de subir une hypoxie à
8% d'oxygène (la balance en azote) à 370C pendant 3h±30 min. Il y avait ainsi 5
conditions expérimentales au modèle animal : CTL, sham, HI, LPS, et LPS+HI.
Les ratons ont été randomisés dans ces groupes, indépendamment de leur sexe
et poids. Plusieurs portées ont été combinées afin d'enlever l'effet de portée dans
chaque groupe expérimental. Certains ratons de chaque groupe ont été sacrifiés
à 1, 4, 18, 24, 48h après l'hypoxie ainsi qu'à 9 jours (P20) et 28 jours (P40) post-
Hl. Pour simplifier les abréviations, « post-HI » a été utilisé pour décrire les
différents temps de sacrifices. Les cerveaux des ratons ont été prélevés et
congelés à -8O0C dans du méthylbutane jusqu'à l'extraction de protéines ou
conservés à température pièce (TP) dans du paraformaldehyde (PFA) 4% afin
d'être ensuite paraffinés et coupés en tranches de 5µ?? par un microtome pour
les études histologiques.
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Cinq conditions expérimentales : CTL, sham, HI, LPS, LPS+HI
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Figure 7 : Modèle animal de lésions cérébrales chez le raton de maturité cérébrale
comparable à celle d'un nouveau-né à terme (P12). Ce modèle implique 5 conditions
expérimentales: CTL, sham, HI, LPS, et LPS+HI. Les ratons à P12 ont d'abord subi une
injection de LPS suivi d'une chirurgie d'ischémie et d'une hypoxie. Les animaux ont été
sacrifiés à différents temps post-HI afin de prélever leurs prosencéphales pour des
analyses protéiques et histologiques.
Histologie
• Hématoxyline & éosine (H&E)
La coloration H&E a été utilisée afin de mettre en évidence les cellules en
souffrances. L'hématoxyline colore les noyaux en bleu tandis que l'éosine colore
les cytoplasmes en rose. Les cellules en souffrances ont des noyaux rétrécis et
leurs noyaux sont ainsi colorés plus foncés que les cellules saines (Annexe B).
La quantification des dommages cérébraux a été faite en mesurant les surfaces
de l'hémisphère cérébral droit, des infarctus cavitaires, et du ventricule droit en
utilisant le programme Image J (NIH Image) sur une coupe coronale à un bregma
de -1.2 mm. Les surfaces infarcies et celle du ventricule ont été soustraites de
celle de l'hémisphère droit pour obtenir la surface de tissu intact.
• Bleu de luxol
Le bleu de luxol permet de colorer la myéline, une structure prédominante de la
substance blanche, en bleu (Annexe B).
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Imagerie par résonance magnétique (IRM)
Les ratons à P14 ou à P20 ont été anesthésiés avec l'isoflurane (5% pour
l'induction et 2% pour maintenance, débit d'air de 2 litres/minute) et ensuite
positionnés en décubitus ventral. Ensuite, ils ont été placés dans une sonde et
dans un système d'IRM 7T pour petits animaux (Varian, Palo Alto, CA) afin
d'imager le cerveau. Les signes vitaux et la température des ratons ont été
surveillés pendant l'imagerie. Les images pondérées T2 ont été acquises en 20
coupes d'une épaisseur de 1 mm avec les paramètres Ro offset = 2.9 mm, TR =
4000, gain = 30, matrice = (256)2. Chaque séance a durée environ 45 min. Les
ratons ont été sacrifiés immédiatement après l'IRM pour les analyses
histologiques.
Comportement
La chronologie des tests de comportement a été déterminée selon d'autres
études de comportement sur des ratons exposés à une Hl. Ces études
considèrent les capacités motrices du rat à différents stades du développement.
La batterie de tests est utilisée chez le raton à partir d'environ 2 semaines de vie
et peut être utilisée jusqu'à 5 semaines de vie et ceci plusieurs fois par semaine
(LUBICS et al., 2005). Par contre, vu la possible interférence entre divers tests de
comportement, la batterie de tests à été effectuée préalablement aux tests
d'Open field et de Rotarod. Les temps d'analyses utilisés pour \'Open field et le
Rotarod sont les mêmes qu'utilisés dans le modèle prématuré (P1) du laboratoire
(GIRARD et al., 2009a).
1- Batterie de tests à P13 et P14 (3 essais par test par raton, avec 2 min entre
chaque essai)
• Réflexe de redressement
Les ratons sham et LPS+HI ont été placés sur le dos et le temps avant de se
retourner les quatres pattes au sol a été mesuré.
• Suspension
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Les ratons sham et LPS+HI ont été suspendus par leurs pattes avant sur une tige
métallique et le temps de suspension a été mesuré.
• Géotaxie
Les ratons sham et LPS+HI ont été placés la tête vers le bas sur une inclinaison
de 25 et de 35 degrés et le temps pour se retourner de 180 degrés (la tête vers le
haut) a été mesuré. Un maximum de 120 secondes a été accordé aux tests, alors
si un raton ne se retournait pas en dedans de 120 secondes, c'était le temps qui
était retenu. Les animaux qui ont échoués le test étaient ceux qui glissaient et
tombaient en bas de la plaque inclinée.
• Évitement
Les ratons sham et LPS+HI ont été placés les pattes d'en avant la moitié dans le
vide et le temps que ça prennait pour eux d'éviter le vide soit en reculant ou en
tournant de côté a été mesuré. Les ratons qui n'évitaient pas le vide et donc
tombaient du rebord échouaient le test.
2- Open field à P 15, P20, et P25
L'Open field a servi à mesurer la locomotion spontanée ainsi que le
comportement explorateur de l'animal. Cet appareil était composé d'un enclos en
Plexiglas de dimensions 40x40x40 cm divisé de façon fictive en 16 sections. Les
ratons sham et LPS+HI ont été placés dans le coin inférieur droit de l'appareil, la
tête vers le centre de \'Open field, et étaient libres de se déplacer pendant la
durée du test, 5 min. Leurs déplacements ont été mesurés par une caméra
suspendue au dessus de l'enclos qui communique avec le Any-Maze Video
Tracking System (Stoelting Co., Wood Dale, IL, États-Unis) sur un ordinateur. Les
paramètres mesurés étaient la distance parcourue, la vitesse moyenne, le temps
mobile, le nombre de lignes traversées, le cabrage et le toilettage. Chaque animal
a eu 1 essai par jour à P15, P20 et P25.
3- Rotarod à P30, P35 et P40
La motricité forcée a été évaluée par l'appareil Rotarod (Stoelting Co., Wood
Dale, IL, Etats-Unis). Cet appareil était composé d'un cylindre d'un diamètre de
60 mm et d'une longueur de 75 mm qui tournait sur lui-même à une accélération
41
constante de 4 rpm à 40 rpm en 1 min. Les ratons sham et LPS+HI ont été
déposés sur le cylindre et le temps que le raton se maintenait sur le cylindre en
rotation a été mesuré (latence avant de tomber). Chaque raton a eu 6 essais par
jour, à P30, P35 et P40, avec quelques minutes de repos entre chaque essai.
Extraction de protéines
L'extraction de protéines a été fait en homogénéisant chaque hémisphère
séparément dans 1.2 mL d'une solution contenant 50 mM Tris-HCI, 2,5 mM
EDTA, 150 mM NaCI, 0,02% azide de sodium, 1% Triton et un cocktail
d'inhibiteurs de proteases (Roche). Les homogénats ont été centrifugés à 13 000
rpm pendant 30 min à 40C. Les surnageants ont été conservés et la concentration
en protéines de chaque échantillon a été déterminée par réactif de Bradford (Bio-
Rad Bradford Protein Assay Kit) avec Ia ß-?-globuline comme standard. Les
aliquots ont été conservés à -800C jusqu'à leur utilisation.
Immunobuvardage de type Western
Les cytokines ont été analysées dans les échantillons protéiques par
immunobuvardage de type Western en déposant 50 pg de protéines dans les
puits d'un gel d'acrylamide (gel séparateur 10%, gel concentrateur 5%). Suite à
environ 2h de migration à 110V à TP, le transfert sur membrane PVDF 0.2 µ?? a
été effectué à 4°C, 90V pendant 60 min. Le blocage a eu lieu pendant 1h dans du
lait 4%/TBST 0.2% pour les membranes d'IL-1ß et de TNF-ß, et 1h dans du lait
8%/TBST 0.2% pour les membranes d'IL-1Ra. Les membranes ont été coupées
entre le poids moléculaire de la ß-actine (42 kDa) et celui de l'IL-1 ß (17 kDa) ou
de l'IL-1Ra (25 kDa). Aucun découpage de la membrane n'a été effectué pour le
TNF-a puisqu'on y retrouve plusieurs bandes de différents poids moléculaires. Un
anticorps de souris anti-rat ß-actine (A5316, Sigma) dilué 1:10000 dans du lait
4% a été incubé avec la partie de la membrane contenant la ß-actine. Des
anticorps primaires de lapin anti-rat IL-1 ß (AAR15G, Serotec) dilué 1 :500, lapin
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anti-rat TNF-a (AB1837P, Chemicon) dilué 1:1000, et lapin anti-humain IL-IRa
(Sc-25444, Santa Cruz Biotechnology) dilué 1:250 dans du lait 4%/TBST 0.2%
ont été incubés sur le reste de la membrane pendant 2h à TP pour l'IL-1 ß et le
TNF-a et pendant la nuit à 40C pour l'IL-1 Ra. Les membranes ont été incubées
avec des anticorps secondaires de chèvre anti-souris (Sc-2005, Santa Cruz
Biotechnology) 1:20000 pour la ß-actine dans du lait 4%/TBST 0.2% et de
mouton anti-lapin (STAR54, Serotec) 1 : 10000 dilués dans du lait 4%/TBST 0.2%
pour les cytokines IL-1ß et IL-IRa, 1 :5000 dilués dans du lait 4%/TBST 0.2%
pour le TNF-a, pendant 45 min avec agitation à TP. La révélation a été effectuée
en utilisant le kit Western Lightning plus ECL de PerkinElmer. L'exposition sur
film était d'environ 5 sec pour la ß-actine, 15 sec pour l'IL-1 ß et le TNF-a et 30
sec pour l'IL-1 Ra. Les intensités des bandes ont été mesurées avec le
programme Image J (NIH Image) et elles ont été normalisées avec la ß-actine.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Les ELISAs ont été effectués selon les protocoles R&D pour l'IL-1 ß et le TNF-a
sauf remplacement des incubations à TP par des incubations à 4°C afin d'éviter
la dégradation protéique des échantillons. Chaque échantillon a été analysé en
duplicata. Le protocole et les réactifs pour l'ELISA pour l'IL-1 Ra ont été un don
généreux de Giamal Luheshi, Université de McGiII, Douglas Mental Health
University Institute (Annexe B).
Immunohistochimie (IHC)
Les lames ont été déparaffinées et réhydratées (Annexe B). Elles ont ensuite été
trempées dans des bains de H2O2 0.5% dans du methanol pendant 10 min avec
légère agitation afin de bloquer la Peroxydase endogène. Après rinçage à l'eau
distillée, les lames ont été rincées dans 2 bains de TBS (Tris Buffered Saline : 50
mM Tris, 150 mM NaCI, pH 7.6) pendant 5 min. 100µ? d'anticorps anti-TNF-a de
rat, anti-IL-1ß de rat, ou anti-IL-1Ra d'humain dilués dans du BSA 1% a été
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étendu sur chaque cerveau et incubé pendant 2h à TP dans des chambres
humides. Une lame témoin a été privée d'anticorps primaires qui ont été
remplacés par 100 µ? de BSA 1% dans du TBS. Les lames ont été rincées dans
trois bains de TBS pendant 5 min et ensuite essorées. 100 µ? de l'anticorps
secondaire anti-lapin a été étendu sur chaque cerveau de chaque lame et incubé
pendant 45 min dans des chambres humides à TP. Les lames ont ensuite été
rincées dans 3 bains de TBS pendant 5 min et essorées. 100 µ? de DAB
Substrate 1X (Roche Diagnostics) filtré a été étendu sur chaque cerveau jusqu'à
atteinte de la coloration voulue (5 min pour l'IL-1 ß et le TNF-a et 7 min pour l'I L-
1Ra). Les lames ont été rincées dans trois bains de TBS pendant 5 min et
ensuite à l'eau courante pendant 1 min. Une contre coloration hématoxyline de
Harris a été effectuée (Annexe B) et les lamelles ont été montées une fois les
lames séchées. L'analyse du marquage a été faite par décomptes d'intensité de
marquage par un grade : un grade 0-1 étant un marquage absent ou faible, et 2-3
étant une intensité forte de marquage. Pour simplifier l'analyse des résultats,
seulement les pourcentages de marquages d'intensité forte ont été montrés dans
les différentes conditions expérimentales. Le Tableau 2 donne des informations
supplémentaires au sujet des anticorps.
Immunofluorescence (IF)
Les lames de coupes de cerveaux paraffinés ont été déparaffinés et hydratés
(Annexe B). Les lames ont été inondées de solution de perméabilisation pendant
30 min à TP. Suite aux lavages au TBS (Tris Buffered Saline : 50 mM Tris, 150
mM NaCI, pH 7.6), les lames ont été inondées de sodium borohydride 1% dans
du TBS pendant 30 min à deux reprises. Après rinçage à l'eau distillée, les lames
ont été rincées dans deux bains de TBS pendant 5 min. Des anticorps anti-TNF-a
de rat, anti-IL-1ß de rat et anti-IL-1Ra d'humain dilués dans la solution de
perméabilisation ont été combiné à l'anticorps anti-c/usfer of differentiation 68
(CD68), un marqueur de monocytes/macrophages/microglies, et 100 µ? du
mélange a été étendu sur chaque cerveau. D'autres lames ont été mises en
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contact avec soit une combinaison d'anticorps anti-CD68 et anìì-ionized calcium
binding adaptor molecule 1 (Iba1), un marqueur de macrophages/microglies, ou
anti-lba1 et anti-g/Za/ fibrillary acid protein (GFAP), un marqueur d'astrocytes. Ces
anticorps primaires ont été incubés pendant la nuit à 4°C dans des chambres
humides. Les lames ont été rincées dans trois bains de TBS pendant 5 min et
ensuite essorées. 100 µ? de combinaisons d'anticorps secondaires fluorescents
1:500 (chèvre anti-souris Alexa Fluor 488 A11001, chèvre anti-lapin Alexa Fluor
594 A11012, et/ou anti-poulet Alexa fluor 488 A11039) a été étendu sur chaque
cerveau. Ces anticorps secondaires ont été en contact avec les lames pendant
45 min dans des chambres humides à TP dans le noir. Suite aux lavages avec le
TBS, les lamelles ont été montées avec la solution de montage (Prolong gold
antifade avec dapi, un maqueur de noyaux, Invitrogen) et ont été conservées à
4°C sans exposition à la lumière. L'IF des cytokines n'a pas été quantifiée mais a
permi de plus facilement visualiser l'induction de cytokines observée dans les
différentes régions cérébrales par IHC. La quantification de l'expression de
marqueurs cellulaires a été fait en comptant le nombre de cellules marquées, peu
importe l'intensité du marquage, par rapport au nombre de cellules totales. Le
Tableau 2 donne des informations supplémentaires au sujet des anticorps.
Tableau 2 : Anticorps utilisés pour anayses en IHC et/ou IF.
Nom de l'anticorps Companie et numéro Utilisation et
dilution
Anti-ionized calcium binding adaptormolecule 1 (lba-1) Wako 019-19741 IF -1:500
Anti-glial fibrillary acidic protein(GFAP) Millipore AB5541 IF -1:500
Anti-cluster of differentiation 68(CD68) Millipore M AB 1435 IF -1:250
Anti-IL-1ß SerotcAAR15G IHC -1:50/IF- 1:250
Anti-IL-1Ra Santa Cruz
Biotechnology Sc-
25444
IHC/IF- 1:25
Anti-TNF-a Millipore AB1837P IHC -1:50/IF- 1:250
Anti-rabbit-HRP Serotec STAR54 IHC -1:100
Anti-mouse-Alexa Fluor conjugated Invitrogen A11001 IF -1:500
Anti-lapin-Alexa Fluor conjugated Invitrogen A1 1012 IF -1:500
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Essais de neuroprotection
Certains animaux ont reçu une injection i.p soit d'Anakinra (IL-IRa recombinant
humain/l L-1Ra-rh) (Biovitrom) ou d'Étanercept (TNFR-IgG: antagoniste du TNF
qui est une protéine de fusion entre la partie extracellulaire du TNFR2 humain et
la partie constante de !'immunoglobulin G1 humaine) (Amgen) 2, 10, ou 50 mg/kg
aux 12h, à partir de 30 min avant l'injection de LPS/saline dans le modèle animal
décrit précédemment et pour un total de 4 injections. L'HI ou la chirurgie sham
ont été effectuées comme décrit précédemment. Les animaux ont été sacrifiés à
P20 et leurs prosencéphales prélevés, pesés et conservés dans le PFA jusqu'à
inclusion en paraffine, coupe et quantification des lésions cérébrales par Image J.
Les données des animaux exposés aux traitements et ayant subit une chirurgie
sham ont été combinées avec les données des ratons sham puisqu'elles n'étaient
pas significativement différentes.
Analyses des données
La moyenne ± SEM des résultats a été montrée. Les conditions CTL et sham ont
été combinées puisqu'elles n'étaient pas significativement différentes. Les
comparaisons entre plusieurs conditions expérimentales ont été effectuées par
ANOVA avec le post-test de Newman-Keuls. Le test t avec la correction Welch a
été utilisé pour comparer deux conditions expérimentales tout en contrant les
variances inégales entre les conditions expérimentales. Le seuil de significativité
a été établi à ? = 0.05. Les comparaisons statistiques sont effectuées par rapport
à la condition CTUsham sauf si autrement illustrées par des traits.
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Résultats
Objectif 1 - Caractérisation du modèle animal
Partie 1 : Mortalité dans le modèle animal
L'HI a induit une mortalité élevée comparativement aux CTL/sham (21.3% ± 5.9
vs 0.0% ± 0.0 ; ? < 0.001). La mortalité maximale a été observée dans la
condition LPS+HI (56.9% ± 5.5) et celle ci est significativement plus élevée que
suite à ??? seule (p < 0.001). Le LPS seul n'a pas induit de mortalité significative
par rapport au CTL/sham (7.7% ± 3.7) (Fig. 8).
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Figure 8 : Mortalité selon les conditions
expérimentales. Moyenne ± SEM (%) de
mortalité dans l'hypoxie des ratons
calculée par portée, temps d'exposition à
l'hypoxie 2h30 et 3h30 combinés (46
portées, 64 à 157 animaux par condition;
ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ?
<0.05, ***p<0.001).
Partie 2 : Étude histologique des lésions cérébrales induites par l'HI±LPS
Dès 4h post-HI, la coloration H&E a montré des anomalies des neurones, dont
les noyaux étaient pycnotiques et les cytoplasmes hypereosinophiles, au niveau
du cortex, striatum, et région C3 de l'hippocampe de l'hémisphère cérébral droit
exposé à I ? I avec ou sans LPS. De plus, une désintégration de la matrice
extracellulaire et des foyers de spongiose débutante ont été notés à 4h dans le
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tissu hémisphérique droit exposé à l'HULPS. Ces phénomènes étaient aussi
présents à 48h post-HI (Fig. 9).
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Figure 9 : Etude histologique des lésions hémisphériques droites après coloration
H&E. Neurones en souffrances (-») et spongiose (•) à 4h (A) et 48h (B) post-HI (4 à 5
animaux par condition expérimentale).
? ?20, ou 8 jours post-HI, une diminution de la surface des faisceaux de myéline
a été observée au niveau de la capsule externe et du striatum de l'hémisphère
cérébral droit exposé au LPS+HI par rapport à l'hémisphère contralateral (Fig. 10).
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Figure 10: Perte de myéline à
P20 d'un cerveau exposé au
LPS+HI. La coloration au bleu de
luxol met en évidence la perte de
myéline dans l'hémisphère lésé par
le LPS+HI (5 animaux).
Le poids du prosencéphale a été significativement réduit à P20 chez les animaux
exposés à ??? (884.4 mg ± 27.26) et au LPS+HI (806.8 mg ± 26.64) comparé aux
CTUsham (1054 mg ± 18.66; ? <, 0.001). La perte de masse du prosencéphale
était maximale dans la condition LPS+HI comparativement aux autres conditions
expérimentales, y compris Hl seule (p < 0.05) (Fig. 11A). Il y avait aussi une
réduction significative de la surface de tissu non infarcie dans l'hémisphère droit
dans les conditions expérimentales Hl et LPS+HI par rapport au CTUsham (p <
0.01) (Fig. 11B).
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Figure 11 : Quantification des lésions cérébrales à P20. Poids du prosencéphale (A)
et surface de tissu dans l'hémisphère droit (B) (7 à 12 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ? < 0.05, ** ? < 0.01, et *** ? <
0.001).
Dès 48h après LPS+HI, il a été possible de voir un hypersignal dans le cortex de
l'hémisphère ipsilatéral à l'ischémie par IRM. L'hémisphère controlatéral était
comparable à celui d'un CTL, sans anomalie de signal en IRM ni de lésions
cérébrales visibles en H&E. Huit jours post-HI (P20) avec ou sans LPS, il y avait
une amplification de l'hypersignal retrouvé à 48h, suggérant une évolution des
lésions cérébrales entre 48h post-HI et P20. L'histologie aux même temps post-
HI nous a permis de voir la même évolution des lésions, avec une destruction
tissulaire massive ou infarctus cavitaires à P20 dans les conditions Hl avec ou
sans LPS. L'IRM et l'histologie ont suggéré que la combinaison des agressions
LPS+HI induisait des dommages cérébraux plus importants que ??? seule (Fig.
12).
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Figure 12 : Comparaison anatomo-radiologique des dommages cérébraux induits
par I'HIiLPS. Les ratons ont été sacrifiés à 48h (P14) ou à P20, immédiatement après
l'IRM afin d'analyser les lésions cérébrales par H&E. Dès 48h, et à P20, l'IRM permet de
détecter les zones histologiquement infarcies qui apparaissent en hypersignal 72, plus
marqué à P20 qu'à P14. Le plan cérébral a été modifié à partir de (PAXINOS et
WATSON, 2005) (3 animaux par condition expérimentale en IRM, 7 à 12 animaux par
condition expérimentale en histologie).
Partie 3: Impact de l'exposition LPS+HI sur le comportement animal
Le réflexe de redressement était plus lent chez les ratons exposés au LPS+HI
comparés aux sham à P13 (p < 0.05). Ce délai s'égalisait à P14. Le test de
suspension n'a montré aucune différence entre les ratons LPS+HI vs sham à P13
ni à P14. La géotaxie à 25° et à 35° a montré que les ratons exposés au LPS+HI
étaient significativement moins performants à P13 comparativement au sham (? <
0.05). Ce déficit se rétablissait à P14. Le test d'évitement du vide n'a pas montré
de déficit significatif chez les animaux LPS+HI mais plutôt une tendance à un plus
grand délai d'évitement chez ces animaux par rapport au sham à P13 (p = 0.20)
et à P14 (p = 0.14) (Fig. 13), Le nombre d'échecs à ce test (chute de l'animal) a
aussi été compilé et 19.0% d'échecs dans la condition LPS+HI par rapport à
2.8% d'échecs chez le sham dans le test d'évitement suggère aussi un déficit
comportemental (Tableau 3).
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Figure 13 : Comportement analysé par
une batterie de tests à P13 et P14. Le
réflexe de redressement (A), le temps de
suspension par les pattes avant (B), le
réflexe de geotaxie (C et D) ainsi que
l'évitement du vide (E) ont été analysés
dans les conditions sham et LPS+HI (12
à 13 animaux par condition
expérimentale; Test t non-pairé avec
correction Welch * ? < 0.05, ** ? < 0.01).
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Tableau 3 : Comportement analysé par une batterie de tests à P13 et P14.
Test
P13
sham
Temps
(M ± SEM)
Échec
LPS+HI
Temps
(M ± SEM)
Echec
(%)
P14
______sham
Temps
(M ± SEM)
Échec
LPS+HI
Temps
(MtSEM)
Échec
Redressement 1.69±0.17 0 2.82 ±0.41 1.58 ±0.13 1.71 ±0.14
Géotaxie 25° 13.44 ± 1.05 32.21 ± 5.82 9.22 ±0.91 10.63 ±1.27 2.4
Géotaxie 35° 9.06 ±0.91 2.8 27.11 ±6.74 7.1 7.18 ±0.58 5.6 9.13 ±0.87
Suspension 18.76 ± 1.97 0 16.95 ±1.46 14.42 ±1.54 17.10 ± 1.67
Évi tement 2.63 ±0.36 2.8 3.78 ±0.81 19.0 | 1.94 ±0.21 3.00 ±0.68 7.1
Test t non-pairé avec correction Welch * p < 0.05, ** ? < 0.01
En Open field, une hyperactivité a été observée chez les ratons exposés au
LPS+HI qui présentaient une accentuation significative de la distance parcourue,
de la vitesse moyenne, du temps mobile, et du nombre de lignes traversées à
P15 et P25 comparativement au sham (? < 0.05). Le nombre d'épisodes de
cabrage était significativement plus élevé à P15 (p < 0.05) et le nombre
d'épisodes de toilettage était significativement plus élevé à P20 (p < 0.05) après
exposition au LPS+HI comparativement au sham. Une augmentation significative
de la distance parcourue, de la vitesse moyenn et du nombre d'événements de
cabrage a été observée dans le temps chez le sham (p < 0.05). Les résultats
obtenus dans la condition LPS+HI à P20 étaient significativement différents des
résultats à P15 et P25, ce premier montrant aucune différence significative par
rapport au sham sauf pour le nombre dévénements de toilettage (p < 0.05) (Fig.
14).
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Figure 14 : Comportement analysé par Open field à P15, P20 et P25. La distance
parcourue (A), la vitesse moyenne de déplacement (B), le temps mobile (C), le nombre
de lignes traversées (D), le nombre d'épisodes de cabrage (E), ainsi que d'épisodes de
toilettage (F) chez les animaux sham et LPS+HI (8 à 9 animaux par condition
expérimentale; Test t non pairé avec correction Welch pour comparer entre les
conditions expérimentales * ? < 0.05, *** ? < 0.001 et ANOVA avec Newman-Keuls post-
test *p< 0.05, ** ? < 0.01, et *** ? < 0.001 pour les comparaisons entre les temps
d'expérimentation).
Une réduction significative du temps de maintien sur le Rotarod a été observée
dans la condition LPS+HI par rapport au sham à P35 (p < 0.01), ainsi qu'une
tendance dans le même sens à P40 (p = 0.07) (Fig. 15).
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Figure 15: Comportement par
Rotarod à P30, P35 et P40. Le temps
de maintien sur un cylindre en rotation
est mesuré dans les conditions sham
et LPS+HI (8 à 9 animaux par
condition expérimentale; Test t non
pairé avec correction Welch : ** ? <
0.01).
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Partie 4 : Expression protéique d'IL-1ß, d'IL-1Ra, et de TNF-a induite par le
LPSiHI dans l'hémisphère droit
4.1 Expression d'IL-1
L'exposition au LPS+HI a induit le pic maximal de production d'IL-1 ß (2.9 fois le
niveau CJUsham ; p < 0.001 et 1.5 fois le niveau Hl ; p < 0.001) à 4h post-HI
comparativement à G?? seule (1.9 fois le niveau CJUsham ; p < 0.001). L'IL-1 ß
était iduite seulement à 4h post-HI dans la condition LPS seule (1.8 fois le niveau
niveau CJUsham ; ? < 0.001). L'induction d'IL-1 ß dans l'hémisphère droit des
cerveaux exposés à ??? avec ou sans LPS était maintenue jusqu'à 48h post-HI
(Fig. 16).
Figure 16 : Expression d'IL-
1ß dans l'hémisphère
cérébral droit exposé au
LPSiHI par ELISA.
L'expression d'IL-1 ß est induite
par l'HIiLPS dès 4h post-HI
(5 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test ** p <
0.01,*** ? < 0.001).
4h 18h 24h 48h
Temps post-HI
Ce profil d'expression d'IL-1 ß dans les différentes conditions expérimentales à 4h
et à 48h post-HI a été confirmé par IHC et/ou IF : une augmentation de l'intensité
du marquage d'IL-1 ß a été observée après Hl et LPS+HI dans le cortex et le
striatum droits par rapport au CJUsham (p < 0.05). Dans la substance blanche
hémisphérique droite une augmentation significative d'IL-1 ß post-HI et LPS+HI
par rapport au CJUsham a été observée uniquement tardivement, à 48h post-HI
(p < 0.05) (Fig. 17-18).
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Figure 17 : Expression d'IL-1p par IHC à 4h post-HI dans différentes régions
cérébrales. Exemples de marquage d'IL-1ß dans les conditions CTL versus LPS+HI (A)
et pourcentage de marquage d'intensité forte en IL-1ß (B) (3 à 4 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test *** ? < 0.001 ).
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Figure 18 : Expression d'IL-1ß par IHC et IF à 48h post-HI dans différentes régions
cérébrales. Exemples de marquages d'IL-1ß dans le cortex par IHC et par IF (CD68 =
marqueur monocyte/macrophage/microglie) (A) et pourcentage de marquage d'intensité
forte en IL-1ß par IHC (B) (4 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * ? < 0.05, ** ? < 0.01 , et *** ? < 0.001 ).
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4.2 Expression d'IL-1 Ra
À 4h post-HI, l'expression d'IL-IRa était induite seulement dans la condition
LPS+HI (niveau 2.5 fois celui du CTUsham ; p < 0.05). À 18h, l'IL-1Ra était
induite par ??? (niveau 1.6 fois celui du CTUsham ; p < 0.01) et l'exposition au
LPS+HI (niveau 1.3 fois celui du CTUsham ; ? < 0.05). L'induction d'IL-IRa dans
les conditions Hl et LPS+HI restait significative par rapport au CTUsham jusqu'à
24h post-HI (p < 0.001). L1IL-IRa n'était pas induite par le LPS seul aux temps
analysés (Fig. 19).
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Figure 19 : Expression d'IL-
IRa dans l'hémisphère
cérébral droit exposé au
LPStHI par ELISA.
L'expression d'IL-IRa est
induite par la combinaison
LPS+HI à 4h post-HI et par
l'HI±LPS dès 18h post-HI (5
animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * p <
0.05, ** p < 0.01,*** p < 0.001).
A 4h post-HI, les analyses d'expression d'IL-1Ra par IHC ont confirmées une
induction d'IL-IRa par ??? avec ou sans LPS dans les régions lésées, soit dans le
cortex, la substance blanche et le striatum de l'hémisphère droit par rapport au
CTUsham (p < 0.001) (Fig. 20). À 48h, il y avait une induction significative d'IL-
IRa seulement dans le cortex dans les conditions Hl et LPS+HI comparé au
CTUsham (p < 0.001) (Fig. 21).
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Figure 20 : Expression d'IL-1Ra par IHC à 4h post-HI dans différentes régions
cérébrales. Exemples de marquage d'IL-IRa dans les conditions CTL versus LPS+HI
(A) et pourcentage de marquage d'intensité forte en IL-IRa (B) (3 à 4 animaux par
condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test *** ? < 0.001 ).
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Figure 21 : Expression d'IL-IRa par IHC et IF à 48h post-HI dans différentes régions
cérébrales. Exemples de marquage d'iL~1Ra par IHC et IF dans les conditions CTL
versus LPS+HI (CD68 = marqueur monocyte/macrophage/microglie) (A) et pourcentage
de marquage d'intensité forte en IL-IRa par IHC (B) (4 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test *** ? < 0.001 ).
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4.3 Expression de TNF-a
Le TNF-a était induit significativement dès 1h dans les conditions Hl (niveau 2.3
fois celui du CTUsham ; p < 0.001) et LPS+HI (1.8 fois le niveau CTUsham ; p <
0.01). Le pic maximal d'induction de TNF-a a été observé à 4h, dans la condition
Hl (niveau 6.1 fois supérieur au CTUsham ; ? < 0.001) et LPS+HI (9.6 fois
supérieur au CTUsham ; ? < 0.001). À 4h, le niveau de production de TNF-a était
plus élevé après LPS+HI par rapport à ??? (p < 0.01). L'induction de TNF-a était
maintenue de façon significative jusqu'à 48h post-HI avec ou sans LPS (? <
0.001) (Fig. 22).
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Figure 22 : Expression de TNF-a dans l'hémisphère cérébral droit exposé au
LPS+HI par ELISA. L'expression de TNF-a est induite par le HIiLPS dès 4h post-HI (5
animaux par condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test ** p < 0.01,
***p< 0.001).
Les résultats d'IHC ont montré une induction significative de l'expression de TNF-
a suite aux agressions Hl et LPS+HI dans le cortex et le striatum par rapport au
CTUsham à 4h post-HI (p < 0.001). À 48h post-HI, NHC a montré que l'induction
de TNF-a était maintenue, avec une forte expression de cette cytokine pro-
inflammatoire dans le cortex et apparaissant à ce temps dans la substance
blanche dans les conditons Hl et LPS+HI (p < 0.05) (Fig. 23-24).
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Figure 23 : Expression de TNF-a par IHC à 4h post-HI dans différentes régions
cérébrales. Exemples de marquage de TNF-cx dans les conditions CTL versus LPS+HI
(A) et pourcentage de marquage d'intensité forte en TNF-a (B) (3 à 4 animaux par
condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test ** ? < 0.01, *** ? <
0.001).
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Figure 24 : Expression de TNF-a par IHG et IF à 48h post-HI dans différentes
régions cérébrales. Exemples de marquage de TNF-a par IHC et IF à 48h post-HI dans
les conditions CTL versus LPS+HI (CD68 = marqueur monocyte/macrophage/microglie)
(A) et pourcentage de marquage d'intensité forte en TNF-a par IHC (B) (4 animaux par
condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ? < 0.05, ** ? < 0.01,
***p<0.001).
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Partie 5 : Induction d'astrogliose et de microgiiose dans les différentes
conditions expérimentales
5.1 - Gliose dans l'hémisphère droit à 4h post-HI
La gliose a été quantifiée dans l'hémisphère cérébral droit à 4h post-HI par IF en
utilisant des marqueurs astrocytaire (GFAP+) et microgial (CD68+ et/ou lba-1+)
mais aucune gliose n'a été observée (Fig. 25).
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Figure 25 : Pourcentages d'astrocytes (GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (CD68+) détectés par IF dans l'hémisphère cérébral droit à 4h post-HI.
Pourcentages de cellules lba-1+, doubles positives CD68+lba-1+, GFAP+ par rapport au
nombre de cellules totales dans le cortex (A), la substance blanche (B), et le striatum (C)
(4 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test).
L'IF a été utilisée afin de faire des doubles marquages de TNF-a avec des
marqueurs de cellules de type monoctye/macrophage/microglie (CD68+) et
astrocytaire (GFAP+) à 4h post-HI. Un faible pourcentage de cellules GFAP+
étaient doubles marquées pour le TNF-a et il n'y avait pas de différence pour ce
marquage entre les conditions expérimentales. A 4h post-HI, il y avait une
augmentation du pourcentage de cellules CD68+TNF+ dans la substance
blanche hémisphérique droite (mais pas dans la substance grise ni le cortex)
après expositions à l'HI (p < 0.05), au LPS (? < 0.01), et au LPS+HI (p < 0.001),
avec un maximum atteint dans la condition LPS+HI comparativement à toutes les
autres conditions (Fig. 26).
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Figure 26 : Pourcentages (!'astrocytes (GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (CD68+) marqués positivement pour Ie TNF-a dans ia substance
blanche de l'hémisphère droit à 4h post-Hi. Exemples de marquages GFAP+TNF-a+
dans le cortex, substance blanche et striatum dans les conditions CTL et LPS+HI (A),
exemples de marquages CD68+TNF-«+ dans le cortex, substance blanche et striatum
dans les conditions CTL et LPS+HI (B) et quantification par pourcentages de marquages
GFAP+TNF-a+ et CD68+TNF-«+ dans la substance blanche (C). Seulement les
pourcentages de doubles marquages dans la substance blanche sont montrés puisque
les autres régions (cortex et striatum) n'avaient pas d'expression de TNF-a par les
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cellules GFAP+ ni CD68+ (4 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * p < 0.05, ** p < 0,01 , *** ? < 0.001 ).
5.2 - Gliose dans l'hémisphère droit à 48h post-HI
Il y avait une augmentation significative du pourcentage de monocytes/
macrophages/microglies lba-1+ (p < 0.001) et lba-1+CD68+ (p < 0.05) dans les
conditions Hl et LPS+HI dans le cortex, la substance blanche, et le striatum
comparé au CTUsham. Il y avait aussi présence d'astrocytes GFAP+ après Hl et
LPS+HI dans le cortex et le striatum tandis que quasiment aucun astrocyte n'a
été détecté dans le cortex et le striatum chez les CTL à ce stade de
développement (p < 0.001) (Fig. 27-9).
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Figure 27 : Pourcentages d'astrocytes
(GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (lba-1+ ± CD68+) détectés par
IF dans le cortex de l'hémisphère droit à
48h post-HI. Exemples de marquages
CD68+, lba-1+, et GFAP+ (A) et
pourcentages de cellules lba-1+, doubles
positives CD68+lba-1+, GFAP+ par rapport
au nombre de cellules totales (B) (3 à 4
animaux par condition expérimentale;
ANOVA avec Newman-Këuls post-test ** p <
0.01,*** p < 0.001).
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Figure 28 : Pourcentages «!'astrocytes
(GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (lba-1+ + CD68+) détectés par
IF dans Ia substance blanche de
l'hémisphère cérébral droit à 48h post-HI.
Exemples de marquages CD68+, lba-1+, et
GFAP+ (A) et pourcentages de cellules Iba-
1+; doubles positives CD68+Iba-1+, GFAP+
par rapport au nombre de cellules totales
(B) (3 à 4 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-
Keuls post-test ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001 ).
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Figure 29 : Pourcentages d'astrocytes
(GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (lba-1+ ± CD68+) détectés par
IF dans le striatum de l'hémisphère
cérébral droit à 48h post-HI. Exemples de
marquages CD68+, lba-1+, et GFAP+ (A) et
pourcentages de cellules lba-1+, doubles
positives CD68+lba-1+, GFAP+ par rapport
au nombre de cellules totales (B) (3 à
4 animaux par condition expérimentale;
ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ? <
0.05, ** ? < 0.01,*** ? < 0.001).
65
BO) (O
F Q
<? D
13 CSS
OJ O
I I CTL/sham
? HI
WM LPs+Hi
lba-1+ CD68+lba-1+ GFAP+
5.3 - Gliose dans l'hémisphère gauche à 48h post-HI
Une augmentation significative du pourcentage de macrophages/microglies lba-
1+ a été observée dans le cortex et le striatum dans la condition Hl par rapport au
CTUsham (p <, 0.001). Une augmentation significative du pourcentage de cellules
Iba1+ a aussi été observée dans la condition LPS+HI dans lé cortex, la
substance blanche, et le striatum comparativement au CJUsham (p < 0.01).
Aucune augmentation significative du pourcentage de monocytes/macrophages/
microglies CD68+lba-1+ n'a été détectée dans l'hémisphère gauche suite au
LPS±HI comparé au CTUsham. Il y avait une augmentation significative
d'astrocytes GFAP+ après Hl et LPS+HI, uniquement dans la substance blanche
comparé au CTUsham (p < 0.05) (Fig. 30-32).
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Figure 30 : Pourcentages d'astrocytes (GFAP+) et de monocytes/macrophages/
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microglies (lba-1+ ± CD68+) détectés par IF dans Ie cortex de l'hémisphère cérébral
gauche à 48h post-HI. Exemples de marquages CD68+, lba-1+, et GFAP+ (A) et
pourcentages de cellules lba-1+, doubles positives CD68+Iba-1+, GFAP+ par rapport au
nombre de cellules totales (B) (3 à 4 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001 ).
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Figure 31 : Pourcentages d'astrocytes (GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (lba-1+ ± CD68+) détectés par IF dans la substance blanche de
l'hémisphère cérébral gauche à 48h post-HI. Exemples de marquages CD68+, lba-1+,
et GFAP+ (A) et pourcentages de cellules lba-1+, doubles positives CD68+lba-1+,
GFAP+ par rapport au nombre de cellules totales (B) (3 à 4 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test * p< 0.05, ** ? < 0.01).
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Figure 32 ; Pourcentages d'astrocytes (GFAP+) et de monocytes/macrophages/
microglies (lba-1+ + CD68+) détectés par IF dans le striatum de l'hémisphère
cérébral gauche à 48h post-HI. Exemples de marquages CD68+, lba-1+, et GFAP+ (A)
et pourcentages de celiules lba-1+, doubles positives CD68+lba-1+, GFAP+ par rapport
au nombre de cellules totales (B) (3 à 4 animaux par condition expérimentale; ANOVA
avec Newman-Keuls post-test *** ? < 0.001).
67
Tableau 4 : Comparatif de la gliose entre les hémisphères cérébraux.
Marquage
lba-1+
(monocytes/
macrophages
/microglies)
CD68+
lba-1 +
(monocytes/
macrophages
/microglies)
Région
GFAP+
(astrocytes)
Cx
Sb
St
Cx
Sb
St
Cx
Sb
St
CTL/sham
(M±SEM)
13.13 + 0.87
17.40 ± 1.84
13.73± 1.13
0.0 ±0.0
4.50 ± 1.67
0.29 ±0.29
Hl
(M ±SEM)
Hg
32.84 ±2.16
31 .77 ±2.66
32.05 ± 3.37
0.0 ±0.0
9.19 ± 3.11
0.0 ±0.0
0.0 ±0.0
26.01 ±5.01
0.21 ±0.21
0.61 ±0.43
Hd
38.06 ± 4.23
33.28 ± 2.78
25.43 ±1.45
23.89 ± 4.47
25.62 ± 4.96
17.89 ±4.79
LPS+HI
(M ± SEM)
Hg
27.52 ±4.13
34.65 ± 5.57
28.77 ± 2.04
2.78 ±2.78
25.21 ±11.01
41.16±0.90
0.26 ± 0.26
15.50 ±0.68
40.78 ±10.77
30.22 ± 5.39
0.0 ±0.0
10.62 ±5.78
51 .94 ±3.10
9.950 ± 6.86
Hd
38.14 ±4.15
34.44 ± 3.60
28.58 ± 1.74
21.16 ±4.70
31.52 ±5.33
13.91 ±2.21
15.21 ±2.54
37.76 ± 7.01
1
34.41 ± 2.70
ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ? < 0.05, ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001
Objectif 2 - Comparaison de la réponse inflammatoire intracerebrale induite
par le LPS±HI entre les modèles P1 (prématuré) et P12 (à terme)
Les analyses par ELISA de l'expression protéique de cytokines pro-
inflammatoires suite aux agressions LPSiHI n'ont montré aucune induction
significative d'IL-1ß ni de TNF-a dans le modèle P1 (prématuré) du laboratoire.
Aux même temps post-HI, et dans les mêmes conditions de stimulation, une
induction accrue de ces cytokines pro-inflammatoires a été mesurée dans le
modèle P12 (à terme) suite aux conditions HIiLPS (Fig. 33).
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Figure 33 : Différences d'expression de cytokines pro-inflammatoires entre les
modèles P1 (prématuré) et P12 (à terme). Les cerveaux sont prélevés à différents
temps post-HI et l'expression protéique intracerebrale d'IL-1ß (A) et de TNF-a (B) est
mesurée par ELISA dans les modèles prématuré et à terme du laboratoire (4 à 5
animaux par condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test ** ? < 0.01 ,
***p<0.001).
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Objectif 3 - Essais de neuroprotection avec des bloqueurs de cytokines
Partie 1 : Essai de neuroprotection avec l'IL-1Ra-rh
L'injection i.p d'IL-1Ra-rh (2, 10, et 50 mg/kg) préalablement au LPS+HI a réduit
significativement le pourcentage de mortalité comparé au LPS+HI sans traitement
(p < 0.05) (Fig. 34A). Par contre, ce traitement n'a pas protégé contre la perte de
poids des ratons qui était induite significativement par les agressions LPS+HI par
rapport au sham (? < 0.001). Il n'y avait pas de différences significative de
mortalité entre le sham et LPS+HI avec traitement à l'IL-1Ra-rh, peu importe la
dose (Fig. 34B).
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Figure 34 : Mortalité et évolution du
poids avec ou sans traitement avec
PIL-1rRa-rh. Le pourcentage de
mortalité a été calculé par portée (A)
et les poids des ratons ont été suivis
entre P12 et P20 (B) (6 à 10 animaux
par condition expérimentale; ANOVA
avec Newman-Keuls post-test # = par
rapport au LPS+HI, # ? < 0.05, ## ? <
0.01, * = par rapport au sham, *** ? <
0.001).
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La quantification des lésions cérébrales en mesurant le poids des
prosencéphales ainsi que la taille des hémisphères cérébraux à P20 n'a pas
détecté d'effet neuroprotecteur du traitement avec l'IL-1Ra-rh, quelle que soit la
dose administrée (Fig. 35).
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Figure 35 : Mesures de dommages cérébraux suite à l'essai de neuroprotection
avec NL-1Ra-rh. Les poids des prosencéphales ont été comparés entre les différentes
conditions expérimentales (A). Une région précise du prosencéphale a ensuite été
coupée afin de mesurer les tailles des hémisphères cérébraux en utilisant le programme
Image J (B) (6 à 10 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls
post-test * = par rapport au sham, ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001 ).
Partie 2 : Essai de neuroprotection avec le TNFR-IgG
L'injection Lp de TNFR-IgG (2, 10, 50 mg/kg) préalablement au LPS n'a pas
induit de réduction significative du pourcentage de mortalité induit par les
agressions LPS+HI (Fig. 36A). De plus, ce traitement n'a pas protégé contre la
perte de poids des ratons induite significativement par les agressions LPS+HI par
rapport au sham (? < 0.001) (Fig. 36B).
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Figure 36 : Mortalité et évolution
du poids avec ou sans traitement
avec le TNFR-IgG. Le pourcentage
de mortalité a été calculé par
portée (A) et les poids des ratons
ont été suivis entre P12 et P20 (B)
(6 à 10 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * = par
rapport au sham, * ? < 0.05, ** ? <
0.01,*** ? < 0.001).
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La quantification des lésions cérébrales en mesurant le poids des
prosencéphales ainsi que la taille des hémisphères cérébraux à P20 n'a pas pu
mettre en évidence d'effet neuroprotecteur du TNFR-IgG, ceci quelle que soit la
dose administrée (Fig. 37).
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Figure 37 : Mesures de dommages cérébraux suite à l'essai de neuroprotection
avec le TNFR-IgG. Les poids des prosencéphales ont été comparés entre les différentes
conditions expérimentales (A). Une région précise du prosencéphale a ensuite été
coupée en tranches afin de mesurer les tailles des hémisphères cérébraux en utilisant le
programme Image J (B) (6 à 10 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * = par rapport au sham *** ? < 0.001).
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Discussion et conclusions
Objectif 1 - Caractérisation du modèle animal
Partie 1 : Mortalité dans le modèle animal
Quand nous avons commencé à caractériser le modèle P12, l'exposition à
l'hypoxie se faisait pendant 3h30 dans le but de faire la comparaison avec le
modèle P1 du laboratoire (LAROUCHE et al., 2005). Avec cette hypoxie de 3h30
à P12, la mortalité est très importante par rapport à celle observée dans le
modèle P1. Ainsi, à P12, la mortalité après LPS+HI avec 3h30 d'hypoxie est de
63.7% ± 7.4 et celle de IHI seule de 23.3% ± 7.6. Le cerveau néonatal a des
besoins énergétiques plus faibles que le cerveau adulte ce qui le rend plus
résistant à l'hypoxie (GLUCKMAN et al., 2001, TOWFIGHI et al., 1997). Il y a une
relation non-linéaire entre la maturité du rat et les lésions cérébrales induites par
l'HI entre 10 et 180 jours post-nataux (YAGER et al., 1996). Ceci suggère que les
nouveau-nés prématurés sont plus résistants à l'hypoxie que les nouveau-nés à
terme et qu'il n'y a pas tant de différence au niveau de la résistance entre le
nouveau-né à terme et l'adulte. En effet, dans les modèles d'HI chez le raton à
des temps post-nataux autour de P12, le temps d'exposition en hypoxie est
majoritairement inférieur à 3h30 (Tableau 1), un temps d'exposition qui n'induit
presque pas de mortalité dans le modèle P1 du laboratoire. Pour réduire la
mortalité dans le modèle P12 et ainsi augmenter la faisabilité du projet, nous
avons diminué la durée de l'hypoxie à 2h30. La mortalité a ainsi été réduite à
46.1% ± 7.8 dans la condition LPS+HI (une réduction d'environ 10%) et à 17.8%
± 7.8 pour l'HI seule (Annexe A), sans toutefois modifier de façon significative
l'expression des cytokines et les dommages cérébraux induits chez les animaux
survivants. Le type de défaillance d'organe responsable de la mortalité des
animaux dans nos conditions expérimentales n'est pas établi. Le raton est
particulièrement sensible aux stress infectieux, tout comme le nouveau-né
humain (CARR, 2000, FORSTER-WALDL et al., 2005, STRUNK et al., 2004,
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MAHESHWARI et al., 2009, LAWSON et PERRY, 1995, SCHULTZ et al., 2004,
GIRARD et al., 2008). Certains modèles d'endotoxémie néonatale sont
provoqués par l'injection Lp. de LPS à une dose de 300 µg/kg chez le raton à
P11-12 (FUKUMOTO et al., 2002). Ainsi, dans notre modèle, la faible mortalité
dans la condition LPS seule (non significative comparativement au contrôle)
pourrait être causée par une réponse inflammatoire analogue à celle du sepsis
néonatale, dont le mécanisme est principalement la défaillance polyviscerale
(défaillances hépatique, rénale, cardiaque, et/ou pulmonaire) (SMITH et al.,
1991). L'hypoxie chez les ratons à P12 provoque aussi des convulsions. Ces
convulsions sont induites par des dommages cérébraux qu'elles peuvent aussi
aggraver. Ainsi, l'HI est connue pour causer des convulsions chez le nouveau-né
et celles-ci peuvent aggraver les dommages cérébraux qui les déclenchent via
des cascades excitotoxiques impactant les réseaux de neurone et leur
développement ultérieur (THIBEAULT-EYBALIN et al., 2009). Dans notre
modèle, la mortalité observée majoritairement pendant l'hypoxie pourrait être
causée par des arrêts cardiaques résultant de lésions des centres
neurovégétatifs des lobes frontaux, des régions hypothalamiques, et/ou du tronc
cérébral. La mortalité est maximale lors de la combinaison LPS+HI, avec une
mortalité double comparé à ??? seule. Ces deux agressions se potentialisent
donc pour induire une mortalité maximale.
La potentialisation de la combinaison des agressions LPS+HI par rapport à IHI
seule telle qu'observée pour la mortalité est aussi observée pour l'induction de
cytokines pro-inflammatoires par ELISA. Au niveau moléculaire, cette
potentialisation pourrait résulter de l'implication du facteur de transcription
hypoxia-inducible factor (HIF)-Ia qui s'accumule et est stabilisé en hétérodimère
en liant HIF-1ß pour former HIF-1 lors d'une Hl et aussi en cas d'inflammation.
HIF-1 agit ensuite sur les hypoxia response elements au niveau du promoteur de
plusieurs gènes impliqués dans la réponse à l'hypoxie. Le LPS augmente
l'expression de HIF-Ia via la reconnaissance du TLR-4 et HIF-Ia est connu pour
promovoir la production de cytokines pro-inflammatoires. HIF-Ia augmente aussi
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Ia capacité de phagocytose des macrophages et des neutrophiles qui seraient
autrement inefficaces en conditions anaérobiques (ZINKERNAGEL et al., 2007,
FAN et al., 2009). De plus, il y a plusieurs preuves de la présence du TLR-
4/CD14 au niveau des organes cirumventriculaires. Vu que ces organes sont
accessibles par la circulation sanguine, il a été montré que le LPS systémique
induit l'expression de TLR-4/CD14 et active la production de cytokines pro-
inflammatoires d'abord au niveau de ces organes puis que cette réaction se
propage à travers le parenchyme cérébrale (LAFLAMME et RIVEST, 2001,
NADEAU et RIVEST, 2000). Ainsi, il est plausible d'imaginer une amplification de
l'inflammation intracerebrale par le LPS en cas d'HI. La forte mortalité dans la
condition LPS+HI pourrait résulter d'une majoration des lésions cérébrales par
rapport à ??? seule via !'activation de HIF, la réponse inflammatoire subséquente
induisant ensuite des perturbations neurovégétatives fatales.
Partie 2 : Profil des lésions cérébrales induites par l'HI±LPS dans notre
modèle animal
Les conditions expérimentales HI±LPS induisent des lésions cérébrales
comparables à celles du nouveau-né à terme atteint de PC, c'est-à-dire
principalement des lésions cérébrales parasagittales cortico-sous-corticales
(YAGER et ASHWAL, 2009). Histologiquement, ces lésions cérébrales se situent
uniquement dans l'hémisphère cérébral droit, ipsilatérales à l'ischémie. Les
lésions parasagittales observées dans les conditions Hl et LPS+HI touchent les
régions frontales et pariétales du néocortex incluant des neurones moteurs. En
plus des lésions dans la région corticale, elles s'étendent dans le striatum,
l'hippocampe ainsi que dans la substance blanche de là capsule externe et du
striatum. Ces dommages affectent donc plusieurs voies majeures du contrôle
moteur, notamment les faisceaux corticospinal et striatoréticulospinal
(prédominant à ce stade de développement) qui contrôlent la motricité ipsilatérale
et contralatérale à l'hémisphère droit lésé (GRAMSBERGEN, 2001). Le patron de
lésions cérébrales induites par G?? est semblable à celui induit par le LPS+HI,
mais l'étendue des lésions est majorée par la combinaison des deux agressions,
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Ie LPS potentialisant l'effet neurotoxique de G? I. Ce résultat original à ce niveau
de développement concorde avec ceux obtenus - mais à des niveaux de
développement différents de celui du nouveau-né humain à terme - dans d'autres
modèles animaux (Tableau 1). Selon notre hypothèse, la production intra-
cérébrale de cytokines induite différentiellement selon les agressions et le niveau
de développement pourrait jouer un rôle clef dans l'induction, et la modulation de
l'étendue des lésions.
Partie 3 : Analyse comportementale des animaux exposés au LPS+HI
versus sham
A 24h post-HI (P13), avec ou sans LPS, il est possible d'observer que les ratons
tournent en rond sur eux-mêmes de façon horaire {circling behaviour), la patte
arrière droite repliée sous leur corps, qui est aussi déséquilibré du côté droit. Ces
ratons se déplacent peu ou pas, et chutent fréquemment du côté droit lorsqu'ils
tentent de se déplacer, montrant une instabilité flagrante comparé aux ratons
sham. Les ratons sham, même à ce niveau de développement, sont capables de
se déplacer assez aisément. À P14, on note que les animaux LPS+HI, malgré
leur déficit moteur flagrant à P13 (Fig. 13), deviennent hyperactifs. À P14, les
ratons exposés au LPS+HI se promènent beaucoup plus que les sham, tout en
étant très instables et maladroits dans leurs déplacements.
Les analyses comportementales en Open field et en Rotarod dans le modèle P12
ont été effectuées aux mêmes temps post-nataux que dans un autre modèle
d'exposition prénatale au LPS suivie d'une Hl post-natale à P1; soit des ratons au
niveau de développement cérébral correspondant à celui du nouveau-né humain
grand prématuré (GIRARD et al., 2009a). Les résultats obtenus dans le modèle
P1 du laboratoire avec le test û'Open field entre P15 et P25 montrent une
constance relative des résultats dans le temps (GIRARD et al., 2009a). Ce test
de comportement est effectué à partir de P15, c'est-à-dire 3 jours post-agressions
dans le modèle P12 comparé à 14 jours post-agressions dans le modèle Pl
Ainsi, les variations des résultats en Open field dans le temps dans le modèle
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P12 (Fig. 14) par rapport au modèle P1 peuvent être expliquées par le fait que les
dommages cérébraux dans le modèle P12 sont toujours en évolution entre P15 et
P25 tandis qu'ils sont stables dans le modèle P1 à ce moment là. Les résultats
histologiques sont en accord avec cette hypothèse, les lésions cérébrales
continuant à évoluer entre P14 et P20 (Fig. 12). Cette hypothèse est d'autant plus
soutenue par le fait qu'une moindre variance dans le temps est observée dans le
modèle P12 pour le Rotarod (Fig. 15), un test de comportement effectué plus
tardivement que l'Open Held. Des variations majeures du comportement des
animaux ont été observées dans les premières heures suivant les agressions.
La paralysie cérébrale n'implique pas seulement des déficits moteurs mais aussi
des déficits cognitifs. Nous observons ces deux caractéristiques dans ce modèle
animal. L'Open Held a permis de quantifier une hyperactivité et des signes
d'anxiété par le toilettage et cabrage excessif (Fig. 14) tandis que le Rotarod a
mis en évidence les troubles moteurs dans la condition LPS+HI par rapport au
sham (Fig. 15). Par contre, les déficits moteurs observés n'ont pas pu être mis en
évidence par certains tests. Par exemple, dans le test de suspension (Fig. 13B), il
est évident que les ratons exposés au LPS+HI ont de la difficulté à se maintenir
en suspension mais ils réussissent à se maintenir aussi longtemps que les ratons
sham en ramenant leurs pattes arrières proche de leur tête selon des schémas
moteurs que l'on n'observe pas chez les sham. De plus, les paramètres mesurés
en Open field suggèrent que les ratons exposés au LPS+HI n'ont aucune
difficulté à se mouvoir et ne permettent donc pas de mettre en évidence de
limitation des déplacements chez ces animaux. Il serait intéressant d'effectuer le
test d'Open field à des temps post-nataux plus tardifs, lorsque les dommages
cérébraux ont cessé d'évoluer afin de savoir si l'hyperactivité se maintient dans le
modèle. Il serait aussi intéressant de développer d'autres tests de comportement
afin de quantifier l'instabilité motrice observée en Open field ainsi que la motricité
fine dans ce modèle animal, toujours à des temps post-nataux où les dommages
cérébraux sont stabilisés. Les tests intéressants à mettre au point sont le tapis de
pression, qui permettrait de mesurer le poids appliqué sur chaque patte pendant
le déplacement de l'animal, pouvant ainsi mettre en évidence le déséquilibre
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observé chez les animaux exposés à ??? avec ou sans LPS dans ce modèle
animal. Deuxièmement, le foot fault, un test d'agilité, pourrait probablement aussi
permettre la mise en évidence les troubles de motricités fines dans ce modèle
animal. Il faudrait aussi évaluer le comportement dans les conditions
expérimentales LPS et Hl dans ce modèle animal.
Partie 4: Expression protéique cérébrale d'IL-1ß, d'IL-1Ra, et de TNF-a
dans le modèle animal
L'analyse comparative de l'expression de cytokines dans l'hémisphère cérébral
droit par ELISA montre une induction rapide des cytokines pro-inflammatoires IL-
1ß et TNF-a et de la cytokine anti-inflammatoire IL-IRa dans les conditions Hl et
LPS+HI. Le TNF-a est induit, dès 1h post-HI, avec ou sans LPS, alors que l'IL-1 ß
et NL-IRa ne sont pas induits par les différentes conditions expérimentales à ce
moment là (résultats non montrés). Il est intéressant de remarquer que le pic
d'expression des trois cytokines après LPS+HI se situe à 4h post-HI. Pour ce qui
est de ??? seule, le pic d'induction d'IL-1ß et de TNF-a est aussi à 4h post-HI. Par
contre, le pic d'IL-1Ra est plus tardif, à 24-48h post-HI. Le pic d'IL-1Ra à 4h dans
la condition LPS+HI est bref, chutant drastiquement à 18h. Si ce pic de la
condition LPS+HI est mis à part, on remarque que dans les conditions Hl avec ou
sans LPS, la balance IL-1/IL-1ra suit la séquence de production classique décrite
dans la littérature (DINARELLO, 1994). Les résultats d'ELISA suggèrent que
l'induction maximale de cytokines pro-inflammatoires se trouve dans la condition
LPS+HI par rapport à ??? seule. Ceci et nos résultats histologiques montrant plus
de dommages lors de la combinaison LPS+HI par rapport à ??? seule supportent
l'hypothèse de l'implication des cytokines pro-inflammatoires dans
l'induction/l'évolution des lésions cérébrales. L'analyse d'expression des
cytokines par IHC et IF à 4h et à 48h est en accord avec les résultats d'ELISA
pour ce qui est de l'induction de cytokines pro-inflammatoires dans les conditions
Hl et LPS+HI. Par contre, vu la nature semi-quantitative des analyses d'IHC et
d'IF, il n'a pas été possible de mettre en évidence des différences significatives
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entre les conditions Hl et LPS+HI telles que qu'observées par ELISA, une
méthode sensible et quantitative. L'IHC et l'IF nous permettent d'en apprendre
d'avantage sur le patron d'expression de ces cytokines, en nous indiquent dans
quelles régions cérébrales sont surexprimées les cytokines. Il est nécessaire
d'associer spatialement l'induction des cytokines pro-inflammatoires et les
régions cérébrales lésées afin de soutenir l'hypothèse d'un éventuel lien causal.
De fait, nos résultats montrent un surplus de marquage intense des cytokines IL-
1ß, TNF-a et IL-IRa dans les régions lésées, c'est-à-dire le cortex, la substance
blanche et aussi le striatum de l'hémisphère cérébral droit.
Par contre, ceci ne permet pas de déterminer avec certitude si les cytokines pro-
inflammatoires sont impliquées dans l'induction des lésions puisqu'elles
pourraient être induites dans les régions endommagées en tant que réponse
cérébrale à I? I dans l'objectif d'amener la réparation tissulaire. Il est connu que
l'IL-1 est impliquée dans la remyélinisation suite à un dommage cérébral
(SCHMITZ et CHEW, 2008). L'IL-1 est aussi impliquée dans l'induction de la
prolifération de plusieurs types cellulaires du SNC tels les cellules guales
(CAVAILLON, 1993b). Les cellules guales peuvent être impliquées dans la
neuroprotection suite à une agression via l'élimination de débris cellulaires et la
relâche de facteurs trophiques (PAWATE, 2008). Il y a des preuves que le TNF-a
serait neuroprotecteur puisque les animaux n'exprimant pas le TNF-a ont une
exagération des dommages cérébraux par rapport aux animaux normaux suite à
une Hl (SCHMITZ et CHEW, 2008). En regardant l'évolution des lésions
cérébrales dans notre modèle, il est évident que le cortex se désagrège entre 48h
et 8 jours post-HI. Vu que le pic d'induction de cytokines pro-inflammatoires est à
4h post-HI, qu'il est maintenu jusqu'à aux moins 48h post-HI, et que les lésions
cérébrales empirent suite à ces pics, il est évident que si les cytokines pro-
inflammatoires sont induites pour leurs caractéristiques neurotrophiques, cette
tentative échoue.
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Aucune différence d'expression de TNF-a n'est observée entre les conditions
dans l'hémisphère cérébral gauche par ELISA. L'IL-1ß elle est induite
significativement à 4h post-HI dans les conditions LPS et LPS+HI par rapport au
CJUsham dans l'hémisphère cérébral gauche. Par contre, on peut remarquer
que l'induction d'IL-1ß dans les deux hémisphères dans la condition LPS est
semblable et que l'induction d'IL-1ß dans l'hémisphère gauche dans la condition
LPS+HI est bien moindre que celle observée dans l'hémisphère cérébral droit
(Annexe A). Ceci témoigne - tout comme les données histologiques - d'un effet
de I ? I très prédominant sur l'hémisphère cérébral droit des animaux survivants,
pour les paramètres que nous avons étudiés, et ce y compris après pré-
exposition au LPS.
Partie 5 : Gliose induite par 1'HIiLPS
Cette étude montre une gliose ou prolifération des astrocytes et des
monocytes/macrophages/microglies suite à l'HI±LPS. Deux marqueurs de
monocytes/macrophages/microglies ont été utilisés dans cette expérimentation,
soit lba-1 et CD68. Peu est connu sur l'expression du marqueur CD68 dans le
cerveau en développement, surtout en cas d'agressions cérébrales. Le CD68 est
un marqueur cytoplasmique des monocytes et de plusieurs sous-populations de
macrophages qui se lie à une protéine associée à la membrane des lysosomes
(BERTOLOTTO et al., 1998, ZASSLER et HUMPEL, 2006). Une étude a montré
que les monocytes expriment fortement le CD68, tandis que les cellules
différenciées en microglies sont majoritairement CD68-. La microglie
parenchymateuse est connue pour exprimer le CD68 en culture tandis que la
microglie périvasculaire est CD68- (MOSER et HUMPEL, 2007). Mes résultats
montrent qu'il y a une expression différentielle des marqueurs lba-1 et CD68 au
niveau cérébral, distinguant deux sous-populations macrophagiques soit lba-1 +
et Iba1+CD68+. Il se produit donc soit un changement phénotypique des cellules
lba-1+ dans les régions lésées suite à l'HI avec ou sans LPS, ou un
envahissement du cerveau par une autre sous-population cellulaire, entraînant
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l'apparition de cellules CD68+. Chez les ratons CTL, sham et LPS, le marquage
CD68 est présent uniquement dans la substance blanche à tous les temps
analysés. Post-HI, avec ou sans LPS, apparaissent des macrophages/microglies
CD68+lba-1+ dans le cortex et le striatum, et un accroissement de la proportion
des cellules doubles positives est observé dans la substance blanche, au niveau
de l'hémisphère cérébral droit lésé. Ceci suggère que le marqueur CD68 serait
peut-être un marqueur d'activation de macrophage/microglie par rapport au
marqueur lba-1 qui semble marquer toute la population monocyte/microglie, peu
importe le niveau d'activation. L'étude de Moser suggère que les cellules CD68+
correspondraient à des monocytes d'origine circulante infiltrant le parenchyme
cérébral victime de dommage (MOSER et HUMPEL, 2007). Vu qu'il n'est pas
possible de différencier entre la microglie et les macrophages circulants avec les
marqueurs utilisés dans cette étude, il n'est pas possible de déterminer s'il y a
infiltration de macrophages circulants activés à travers la BHE ou bien s'il y a
plutôt seulement activation de la microglie résidente ou bien si les deux
phénomènes existent simultanément dans ce modèle. Il est possible que ces
macrophages/microglies soient impliqués dans des événements neurotrophiques
ou bien neurodégénératifs (GIAUME et al., 2007). Nous savons aussi que la
microglie activée est une grande productrice de cytokines pro-inflammatoires
(PAWATE, 2008). Il est ainsi possible que ces cellules soient impliquées dans
!'exacerbation des lésions cérébrales, si l'on admet qu'il y aurait un lien de
causalité directe entre la surexpression de cytokines pro-inflammatoires et les
lésions cérébrales.
Aucune gliose n'a pu être observée à 4h post-HI même si c'est à ce temps post-
Hl où l'on détecte les pics d'expression des cytokines pro-inflammatoires dans
notre modèle. Il est possible qu'à ce moment la production de cytokines soit
induite par cellules gliales physiologiquement présentes sans qu'il y ait de
prolifération. Les cytokines pourraient d'ailleurs contribuer ensuite à la gliose
puisque NL- 1 et le TNF ont un effet établi sur la prolifération des cellules gliales
(CAVAILLON, 1993b, TRACEY, 1994).
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Les double-marquages par IF révèlent un autre aspect de l'inflammation
cérébrale : la co-localisation des cytokines avec certains marqueurs cellulaires. Il
est important de mentionner que même si les co-marquages en IF sont très
intéressants, ils ne permettent pas de dire quelles cellules produisent quelles
cytokines puisqu'un co-marquage peut correspondre à une production par la
cellule ainsi qu'à une liaison ou intemalisation d'une cytokine d'origine exogène.
De plus, en raison d'un manque de diversité de provenance d'espèce des
anticorps, il n'a pas été possible d'observer si l'expression d'IL-1ß et de TNF-a
co-localisait avec l'expression d'lba-1. Ce qui a été observé est que le TNF-a ne
semble pas être produit par, ni agir sur, les astrocytes dans ce modèle animal.
Suite aux agressions combinées ou seules, les monocytes/macrophages/
microglies CD68+ de la substance blanche co-localisent avec le TNF-a. En outre,
certaines cellules CD68- co-localisent également avec le TNF-a, suggérant que
d'autres types cellulaires que les astrocytes et cellules CD68+ produisent du
TNF-a, particulièrement suite à I? I avec ou sans LPS. Il serait intéressant de
faire les mêmes expériences avec l'IL-1 ß pour voir s'il y a co-localisation de cette
cytokine avec les marqueurs CD68 et/ou GFAP. Il est possible que des cellules
circulantes infiltrent le SNC et participent ainsi à la production de cytokines pro-
inflammatoires. Ainsi, par exemple, des résultats préliminaires du laboratoire
montrent qu'il y aurait infiltration de neutrophiles dans le cerveau exposé à ???
avec ou sans LPS à P1 2. Il y a des preuves en accord avec ce résultat
préliminaire, montrant que les neutrophiles seraient recrutés rapidement dans le
cerveau suite au pic d'expression d'IL-1ß et seraient présents lors de la mort
neuronal à laquelle ils pourraient participer via la relâche de radicaux libres,
d'enzymes protéolytiques, et de cytokines pro-inflammatoires (SHAFTEL et al.,
2008). Ainsi, pour confirmer un tel mécanisme dans notre modèle, il serait
intéressant de faire des doubles-marquages avec des marqueurs de neutrophiles
et les cytokines IL-1 ß et TNF-a. Il serait aussi intéressant d'essayer de
différencier les macrophages circulants et des macrophages infiltrants, par
exemple en étudiant le niveau d'expression de CD11b/CD45 par cytométrie de
flux, afin de voir s'il y a effectivement infiltration des macrophages circulants
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(connus pour être plus efficaces dans la production de cytokines et de facteurs
inflammatoires que la microglie) et ensuite analyser si ces cellules co-localisent
avec un grand pourcentage du marquage de cytokines observé dans ce modèle
animal (KRAFT et al., 2009). En gardant en tête que les cellules circulantes
pourraient être impliquées dans la production de cytokines intracerebrales et
participer à l'évolution des dommages, il serait pertinent d'évaluer la présence de
chimiokines et de cellules systémiques telles les macrophages circulants,
lymphocytes, et cellules dendritiques en plus des neutrophiles pour évaluer la
réponse inflammatoire cellulaire complète dans le modèle animal et voir leurs
rôles dans la réponse inflammatoire induite.
Ce qui est intéressant de remarquer dans ce modèle animal, c'est qu'il y a une
certaine gliose à 48h post-HI dans l'hémisphère cérébrale gauche non lésé dans
les conditions Hl et LPS+HI. Par contre, il n'y a pas d'induction significative du
pourcentage de cellules doubles positives lba-1+CD68+, peu importe la région
cérébrale analysée dans cet hémisphère non lésé. Vu que ce sont plutôt les
cellules doubles positives lba-1+CD68+ qui semblent être induites et qui
produisent le TNF-a post-HI au niveau de l'hémisphère droit, leur absence
pourrait avoir un lien avec le respect de l'intégrité du tissu hémisphérique cérébral
gauche malgré la gliose qui y est observée. Néanmoins, nos expériences ne
permettent pas d'affirmer ce lien de cause à effet.
Objectif 2 - Comparatif P1/P12
Lorsqu'on compare l'effet de ??? entre le modèle prématuré (P1) et à terme (P12)
du laboratoire, il y a une différence évidente de la nature des lésions cérébrales.
Nos résultats chez le rat sont en accord avec les données de la littérature chez
l'homme, les lésions chez le prématuré sont plutôt des LPV et de la nécrose
neuronale sélective, tandis que les lésions à terme sont plutôt parasagittals
touchant le cortex, la substance blanche, et le striatum, tels qu'observés dans
chacun de nos modèles.
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Il y a aussi une différence au niveau du comportement en Open field entre les
deux modèles animaux. Dans le modèle P12, une hyperactivité motrice est
observée tandis que dans le modèle P1 il y a une réduction du comportement
d'exploration et de la locomotion spontanée (GIRARD et al., 2009a).
L'induction de cytokines pro-inflammatoires varie entre les modèles P1 et P12 du
laboratoire pourtant exposés aux mêmes agressions. Dans le modèle P1, un
débalancement pro/anti-inflammatoire du système de l'IL-1 ß a été démontré
(GIRARD et al., 2008). L'induction d'IL-ß dans le modèle P1 se fait aussi
beaucoup plus tardivement suite à ??? que ce qui est observé à P12. Il est
important de mentionner que l'étude faite à P1 a montré une induction d'IL-1ß par
PCR en temps réel, immunobuvardage de type western et IHC, et non pas par
ELISA. Aussi, il n'y a pas d'induction de l'expression de TNF-a dans le modèle
P1, soutenant une réponse immunitaire immature, même au niveau de la réponse
pro-inflammatoire (ROY et al., 2009). Grâce au modèle P12, j'ai pu mettre en
évidence une réponse plus mature au niveau de l'expression de cytokines, avec
une augmentation soutenue d'IL-1ß, IL-IRa, et de TNF-a dans les conditions
HI±LPS. Il y a donc pas de déséquilibre pro/anti-inflammatoire à P12 mais
l'induction d'IL-1Ra dans ce modèle n'est pas supérieur à celle de l'IL-1 ß, alors
cette réponse anti-inflammatoire pourrait ne pas être suffisante pour compenser
l'effet pro-inflammatoire. Les différences d'induction de cytokines peuvent être
expliquées par les différences de maturité du cerveau et aussi du système
immunitaire.
Au niveau des différences des types cellulaires exprimés entre P1 et P12, cette
étude a montré la présence et l'induction de cellules doubles positives
CD68+/lba-1+ dans l'hémisphère cérébral lésé dans le modèle à P12. Il est
intéressant de noter que ce type cellulaire n'est pas présent dans le modèle P1
(données non-montrées). Ce marqueur pourrait refléter la présence de
monocytes/macrophages infiltrants. Ceci serait plausible vu qu'il y a des preuves
de déficits de chimiotaxie de plusieurs types cellulaires, incluant les
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macrophages, chez le nouveau-né prématuré comparé au nouveau-né à terme
(STRUNK et al., 2004).
Les différences d'expression de cytokines pro-inflammatoires et l'étendue des
dommages cérébraux observées entre les modèles P1 et P12 du laboratoire ne
semblent pas être expliquées par l'administration de LPS qui diffère entre les
deux modèles, prénatale dans le modèle P1 et directement chez le raton à P12.
Ceci a été confirmé par l'injection de LPS post-natale chez le raton à P1 qui
n'induit pas plus de synthèse de TNF-a intracerebral, ni seule, ni suite à la
combinaison LPS+HI que l'injection de LPS prénatale (Fig. 34B) (ROY et al.,
2009). En ce qui concerne l'IL-1 ß, nous ne détectons aucune induction par ELISA
dans le modèle à P1, que l'exposition au LPS soit pré- ou post-natale, ce qui
n'est pas en accord avec les résultats déjà publiés en employant une technique
d'immunobuvardage de type western pour mesurer l'expression de la forme
active d'IL-1ß (GIRARD et al., 2008). La différence entre ces résultats pourrait
être expliquée par la détection combinée de plusieurs formes (précurseurs et
formes actives) par l'ELISA. Ainsi, ces résultats ne contredisent pas ceux
précédemment publiés par le laboratoire et confirment, pour l'IL-1, comme pour le
TNF, qu'il y a effectivement des différences de réponses immunes cérébrales
entre P1 et P12, et ce indépendamment du type, pré ou post-natal, d'exposition
au LPS. De plus, les dommages cérébraux suite à l'injection de LPS+HI à P1
sont aussi semblables à ceux retrouvés dans le modèle LPS antenatal et Hl à P1
(données non montrées). Ces résultats confirment notre hypothèse de
modulation de la réponse inflammatoire intra-cérébrale selon le niveau de
développement, et ce sur un cours laps de temps de quelques jours, et
démontrent pour la première fois ce phénomène, qui pourrait avoir une
importance majeure dans le déterminisme, et les variations de patron des lésions
cérébrale périnatales.
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Objectif 3 - Essais de neuroprotection avec des bloaueurs de cytokines
Pour pouvoir dire qu'il y a une relation de cause à effet entre l'expression de
cytokines pro-inflammatoires et le développement de lésions cérébrales, il est
nécessaire de faire des essais de neuroprotection avec l'IL-1Ra-rh et avec le
TNFR-IgG.
La réduction de la mortalité observée lors du traitement avec l'IL-1Ra-rh
préalablement au LPS+HI n'est pas associée à un effet de dose-réponse puisqu'il
n'y a pas de différence significative à ce niveau entre les trois doses utilisées. Il
est intéressant de noter que vu que la mortalité dans ce modèle est observée au
cours de l'hypoxie, une seule injection d'IL-1Ra-rh permet de réduire la mortalité
de 50% après LPS+HI. En considérant ceci, le fait que le pic d'induction
intracerebral d'IL-ß par ??? est à 4h post-HI, et qu'aucune induction de cette
cytokine n'a été observée à 1h post-HI, il est peu probable que l'effet limitant la
mortalité de l'IL-1Ra-rh résulte d'une action sur le système nerveux central. Il est
possible que l'effet de réduction de mortalité par l'IL-1Ra-rh soit plutôt lié à une
réduction de l'inflammation systémique causée par le LPS. Cette hypothèse est
soutenue par le fait que la mortalité observée suite au traitement avec l'IL-1Ra-rh
est semblable à celle de ??? seule (Fig. 8). La mortalité résiduelle serait ainsi due
à l'effet de ??? seule. Bien que la survie des animaux soit plus importante avec le
traitement à l'IL-1Ra-rh, il faut considérer qu'au niveau individuel autant que
social, il n'est pas avantageux d'augmenter la survie si sans améliorer la qualité
de vie des patients ni le pronostique de la maladie. Pour ce qui est du TNFR-IgG,
il n'a pas eu d'effet sur la mortalité induite par le LPS+HI.
Bien que l'IL-1ß et le TNF-a sont grandement induits par le LPS+HI très tôt après
l'hypoxie et que cette induction est maintenue jusqu'à au moins 48h après les
agressions, l'IL-1Ra-rh et le TNFR-IgG administrés jusqu'à 36h post-HI ne
réduisent pas les lésions cérébrales. Ces essais de neuroprotection suggèrent-ils
que l'IL-ß et le TNF-a ne sont pas neurotoxiques dans ce modèle animal? Ceci
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serait plutôt surprenant puisqu'on observe une induction majeure de ces
cytokines pro-inflammatoires seulement dans l'hémisphère lésé, avec des pics
d'induction apparaissant avant le développement des lésions. De plus, il y a des
preuves d'effets neuroprotecteurs du blocage des cytokines pro-inflammatoires
IL-1ß et TNF-a dans deux modèles animaux d'HI seule à P7 et dans des modèles
d'HI adulte. Il a été montré que l'injection intracerebrale de 3.3-5 µg d'IL-1Ra-rh
avant l'HI réduit les dommages cérébraux à P7 mais que l'injection post-HI de ce
traitement ne modifie pas ces lésions (HAGBERG et al., 1996). Dans mes essais
de neuroprotection, je me suis fondé sur la moyenne des quantifications des
dommages cérébraux afin d'en conclure ou pas un effet neuroprotecteur avec les
traitements. Vu que notre injection d'IL-1Ra-rh se fait en systémique, il est
logique que nous obtenions l'éventuel effet neuroprotecteur plus tardivement que
lors de l'injection intracerebrale, ce qui pourrait expliquer pourquoi nos résultats
de quantification des lésions avec ou sans traitement ressemblent plus à ce qui a
été observé dans l'étude de Hagberg suite à l'injection post-HI. Il est aussi
important de mentionner que l'injection intracerebrale d'IL-1Ra-rh n'est pas une
méthode d'administration utilisable cliniquement chez l'humain. Plutôt, l'injection
des traitements de façon Lp est faisable mais implique des délais et des
restrictions de l'absorption et de la distribution du médicament. Par exemple, la
perméabilité de la BHE complique la distribution intracerebrale des médicaments.
Une étude a aussi montré un effet neuroproteur de l'IL-1Ra-rh dans un modèle
d'HI chez les ratons à P7 avec des injections Lp. à une dose de 100 mg/kg pour
un total de 5-8 injections (MARTIN et al., 1994). Il y a aussi des différences entre
les résultats obtenus dans cette expérimentation et ceux d'autres auteurs qui
montrent un faible degré de neuroprotection suite à l'injection de TNFR-IgG dans
un modèle d'HI à P7 (NIJBOER et al., 2009). Les différences observées peuvent
être expliquées par une différence au niveau de la maturité du système
immunitaire et du SNC chez les ratons à P7 par rapport à P12 et aussi par le fait
que dans l'étude de Nijboer les animaux sont seulement exposés à l'HI et non à
la combinaison LPS+HI. De plus, cette dernière étude montre une
neuroprotection presque complète lors du traitement avec le NEMO-binding
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domain peptide (NBD), un inhibiteur de NF-??, mais lors de la combinaison NBD
avec le TNFR-IgG, il y a une réduction de la neuroprotection par rapport au NBD
seul, suggérant que le blocage de la signalisation du TNF n'est peut-être pas si
bénéfique. Vu que le TNFR-IgG capte les molécules de TNF, il est plausible que
le traitement ne soit pas bénéfique parce qu'il empêche la liaison au TNF-R2
autant qu'au TNF-R1, mais le TNF-R2 est connu pour mener à une prolifération
cellulaire, ce qui pourrait être bénéfique en cas d'HI (MCCOY et TANSEY, 2008).
Vu les résultats négatifs des essais de neuroprotection, le fait que l'induction de
ces cytokines se trouve seulement dans l'hémisphère lésé, et qu'il y a des
preuves que les cytokines pro-inflammatoires IL-1ß et TNF-a ont des rôles
neurotrophiques, il est possible de se demander si ces cytokines sont plutôt
induites dans un but trophique. Par contre, cette tentative ne semble pas efficace
étant donné que les lésions s'étendent suite au pic d'induction de ces cytokines
pro-inflammatoires. L'efficacité du blocage des voies de cytokines dans ces
essais de neuroprotection sont questionnables puisque, dans le cas où les
cytokines pro-inflammatoires IL-1 ß et TNF-a ne serait pas impliquées dans
l'évolution des dommages cérébraux mais plutôt dans la réparation, il aurait été
attendu de voir une augmentation des dommages cérébraux lors des essais de
neuroprotection plutôt qu'aucun effet.
Il est donc plus plausible que les méthodes de neuroprotection utilisées n'étaient
pas optimales. Il est possible que les doses administrées ainsi que la méthode
d'administration des médicaments utilisées dans cette expérimentation ne soient
pas optimales. Des études préliminaires au laboratoire par une autre étudiante
(résultats non publiés) suggèrent que les doses d'IL-1Ra-rh utilisées par voie i.p
dans cette expérience se rendent au cerveau à P12, mais dans une proportion
qui reste à préciser. Il reste donc possible, que les concentrations d'IL-1Ra
retrouvées au niveau cérébrale soient insuffisantes pour contrebalancer les effets
de l'IL-1 ß, malgré le fait qu'il y a aussi une induction physiologique d'IL-1Ra suite
à I? I avec ou sans LPS dans ce modèle animal. Comme mentionné dans
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l'introduction, il y a des preuves d'une réponse anti-inflammatoire par l'IL-1Ra
insuffisante pour compenser pour l'induction d'IL-ß (DINARELLO, 1994). L'étude
de Martin supporte l'hypothèse que les doses utilisées dans cette expérience
étaient trop faibles. Son modèle implique une Hl chez des ratons à P7 et des
injections d'IL-1Ra-rh à une dose de 100 mg/kg pour un total de 5-8 injections à
l'intérieur de 28h post-HI, avec 3-6 de ces injections en dedans de 1Oh post-HI
(MARTIN et al., 1994). Les temps d'administration d'IL-1Ra-rh pendant l'essai de
neuroprotection dans cette étude semblent justifiés vu qu'ils couvrent non
seulement le pic d'induction de l'IL-1ß au niveau cérébral suite au LPS+HI, mais
aussi jusqu'à 36h post-HI, à un temps où l'induction d'IL-1ß dans cette condition
expérimentale est grandement réduite comparé au pic à 4h post-HI (Fig. 12). Par
contre, peut-être qu'il serait plus optimal d'administrer plusieurs doses d'IL-1Ra
plus proches du pic d'induction de l'IL-1 ß, tel que fait dans l'étude de Martin. Les
doses administrées pour le TNFR-IgG ont été déterminées selon l'étude de
Nijboer ayant observé une légère neuroprotection avec le TNFR-IgG à une dose
de 5mg/kg chez le raton à P7 ayant subit une Hl (NIJBOER et al., 2009). Cette
étude suggère que cette dose de TNFR-IgG se rend au cerveau ou du moins a
des effets protecteurs au niveau cérébral mais nous n'avons pas évalué si le
traitement se rend effectivement au cerveau dans notre modèle animal. Les
temps d'administration du TNFR-IgG pendant l'essai de neuroprotection semblent
justifiés vu qu'ils couvrent non seulement le pic d'induction du TNF-a au niveau
cérébral suite au LPS+HI, mais aussi jusqu'à 36h post-HI, à un temps où
l'induction du TNF-a dans cette condition expérimentale est grandement réduite
comparé au pic à 4h post-HI.
Pour pouvoir définitivement conclure que les cytokines pro-inflammatoires IL-1ß
et TNF-a sont ou non impliquées dans l'évolution des lésions cérébrales induites
dans ce modèle, il faudrait vérifier si les traitements avec l'IL-1 Ra-rh et le TNFR-
IgG ont, aux doses utilisées, des effets sur les voies de signalisation de ces
cytokines et mesurer la distribution intracerebrale de ces cytokines suite aux
traitements. Il est possible aussi qu'en bloquant la signalisation d'une seule des
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cytokines pro-inflammatoires, il y ait une certaine compensation qui se fait par
l'autre, vu que l'IL-1 ß et le TNF-a ont des voies de signalisation redondantes.
Ainsi, il serait peut-être intéressant d'évaluer si la combinaison des deux
traitements aurait un effet neuroprotecteur.
Conclusions
Plusieurs études sur des modèles d'HI chez le raton entre P7-P12 montrent des
dommages cérébraux ipsilatéraux à l'ischémie, tout comme dans cette étude (HU
et al., 2000, PARK et al., 2006, NIJBOER et al., 2008, SZAFLARSKI et al., 1995,
HAGBERG et al., 1996, HUDOME et al., 1997, VAN DEN TWEEL et al., 2006b).
Bien que des études chez le raton à P7 (un niveau de maturité cérébrale chez le
rat qui est comparable au nouveau-né prématuré (HAGBERG et al., 1997)) ont
montré une amplification des dommages cérébraux induits par ??? par le LPS
systémique (EKLIND et al., 2005, IKEDA et al., 2004), aucune autre étude a fait
cette observation dans des cerveaux de maturité comparable au nouveau-né à
terme (P12). L'hyperactivité motrice ainsi que les latences de réflexes observées
dans cette étude sont semblables à celles décrites dans des études à P7. À P7,
l'hyperactivité semble être passagère mais les déficits cognitifs et certains déficits
moteurs sont permanents (FAN et al., 2005, LUBICS et al., 2005). Cette étude
montre pour la première fois un déficit de motricité forcée en Rotarod, une
hyperactivité motrice ainsi que des déficits cognitifs et de réflexes suite au
LPS+HI à P12. Ces résultats semblent variés dans le temps, suggérant que,
comme à P7, certains déficits peuvent être passagers et d'autres permanents.
L'évolution des lésions cérébrales dans le temps pourrait expliquer ces
différences comportementales à différents temps post-hypoxie. Plusieurs
phénomènes pourraient être impliqués dans l'évolution des lésions cérébrales,
que ce soit des phénomènes excitotoxiques ou inflammatoires ou une
combinaison de ces facteurs. Bien que cette étude n'a pas pu prouvé que les
cytokines pro-inflammatoires sont directement impliquées dans !'exacerbation
des lésions cérébrales suite à des insultes inflammatoires et/ou Hl, c'est la
première étude qui montre une induction soutenue de ces cytokines pro-
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inflammatoires au sein des lésions cérébrales (ipsilatéral à l'ischémie), avec des
pics d'expression précédants l'évolution des lésions dans des cerveaux de
maturité comparable au nouveau-né à terme. Aucune autre étude ne compare
l'induction de cytokines pro-inflammatoires par les agressions Hl et/ou LPS selon
le développement. Il est intéressant de constater que l'immaturité du système
immunitaire du prématuré ne lui permet pas l'induction d'une réponse pro-
inflammatoire intra-cérébrale aussi importante que chez le nouveau-né à terme.
L'importante induction de cytokines pro-inflammatoires et l'étendue très grande
des lésions cérébrales suite au LPS+HI à P12 comparé à P1 soutient l'hypothèse
de l'implication des cytokines pro-inflammatoires dans la formation des lésions.
La gliose induite par l'HI±LPS à P12 fait partie de la réponse inflammatoire qui
pourrait participer à l'évolution des lésions cérébrales. L'expression de cellules
CD68+ sélectivement dans le cortex et le striatum lésés suggère que ces cellules
sont des médiateurs importants dans l'évolution des lésions cérébrales. De plus,
ça soulève une question au sujet de l'expression du maqueur CD68, un maqueur
de monocytes/macrophages/microglies qui ne marque pas toutes les cellules
microgliales contrairement au marqueur lba-1. Le CD68 pourrait être un
marqueur d'activation microgliale ou bien un marqueur de monocytes infiltrants
plutôt que microgliale, mais aucun article à ce jour permet de faire ces
affirmations. Les travaux futurs du laboratoire permettront de déterminer si les
cytokines pro-inflammatoires sont effectivement impliquées dans l'amplification
des dommages cérébraux et aussi quels types cellulaires sont impliqués dans la
production de ces cytokines suite à des agressions infectieuses/inflammatoires
et/ou hypoxiques-ischémiques chez le nouveau-né à terme.
92
Remerciements
Sans rien enlever du respect et de l'admiration que j'ai pour Dr. Sébire, il n'est
pas toujours évident de se retrouver dans un laboratoire d'un clinicien-chercheur
qui doit gérer son temps entre sa clinique et sa recherche. De plus, le laboratoire
étant composé seulement de deux étudiantes à la maîtrise, d'une étudiante au
doctorat, et d'un clinicien-chercheur, les étudiants doivent rapidement apprendre
les techniques et mener leur projet à bien, du début à la fin, faire tous les
protocoles eux-mêmes et ensuite analyser les résultats et en tirer des
conclusions. Nous apprenons rapidement l'indépendance, l'autonomie et à
réfléchir afin de développer nos projets. Ce genre d'environnement est sans
doute plus difficile qu'un environnement où il y a beaucoup d'encadrement en
laboratoire. Par contre, cet environnement est très enrichissant pour des
étudiants tel que moi, qui ont besoin d'apprendre et de s'épanouir et qui sont
prêts à s'investir dans leur travail. Heureusement, j'ai eu la chance d'avoir
l'expertise de Sylvie, sans laquelle ça l'aurait été beaucoup plus difficile de partir
et de développer mon projet de maîtrise.
Je tiens à remercier les étudiantes du laboratoire, Sylvie Girard et Marie-Eisa
Brochu avec qui il y a avait une ambiance d'entre-aide et avec qui j'ai eu des
discussions enrichissantes et motivantes. Merci Sylvie pour ton dévouement à
ton travail. Tu ne dois pas t'en rendre compte mais même si tu le fais parce que
tu adores ça, tous les membres du laboratoire en retirent un bénéfice. Je suis très
reconnaissante pour le partage de tes connaissances et de ton expérience, ça
ma grandement aidé tout le long de ma maîtrise. Il est certain que tu as apporté
beaucoup au laboratoire depuis que tu y es, ton travail aidera tous les étudiants
futurs, et tu as définitivement participé à amener de la reconnaissance en
excellence au laboratoire. Je ne doute aucunement de ton futur succès et je te
souhaite de continuer à aimer la recherche comme tu l'aimes, tu es un modèle
pour nous tous. Merci Marie-Eisa pour ta simplicité et ta volonté d'aider les
autres. Ça m'a fait plaisir de travailler avec une personne avec un tempérament si
93
calme et avec un positivisme si contagieux. Il est rare qu'on retrouve autant
d'entre-aide entre les étudiants et d'organisation dans un laboratoire, tu y a
participé grandement. Tu as toutes les qualités nécessaires afin de faire une
excellente assistante de recherche et sans doute une enseignante dévouée dans
un avenir rapproché.
Merci à mon directeur de recherche, Dr. Guillaume Sébire, pour son travail en
clinique et en recherche. Il y a sans doute des avantages d'avoir comme directeur
un clinicien-chercheur. Entre autres, ceci permet l'élaboration de projets de
recherche motivants et concrets qui reproduisent une pathologie humaine
observée en clinique dans des modèles animaux afin d'ensuite appliquer des
techniques de recherche dans ces modèles pour mieux comprendre la pathologie
humaine. Même si vous êtes souvent occupé en clinique, il est important pour
moi de reconnaître votre disponibilité et votre compréhension en cas d'urgences
ou de questionnements. Merci pour le partage de vos connaissances, vos
conseils et votre écoute. Merci pour vos encouragements et pour votre
enthousiasme face à mon travail, je crois qu'il est rare qu'un directeur montre
autant d'appréciation et de confiance face à ces étudiants.
Je tiens également à remercier les membres de mon jury d'avoir accepté de
participer au raffinement de mon mémoire en m'apportant leurs connaissances et
points de vus.
Finalement, je tiens à remercier ma famille et mes amis. Merci à vous de
m'encourager dans tout ce que j'entreprends, merci pour votre écoute et pour
tout ce qu'on a vécu ensemble qui a fait de moi qui je suis aujourd'hui.
94
Références
Alvarez, P. & Squire, L. R. (1994): Memory consolidation and the medial temporal
lobe: a simple network model. Proc Natl Acad Sci U S A, 91: 7041-7045.
Andersson, P. B., Perry, V. H. & Gordon, S. (1992): The acute inflammatory
response to lipopolysaccharide in CNS parenchyma differs from that in other
body tissues. Neuroscience, 48: 169-186.
Basu, ?., Krady, J. K. & Levison, S. W. (2004): lnterleukin-1: a master regulator of
neuroinflammation. J Neurosei Res, 78: 151-156.
Baud, O., Emilie, D., Pelletier, E., Lacaze-Masmonteil, T., Zupan, V., Fernandez,
H., Dehan, M., Frydman, R. & Ville, Y. (1999): Amniotic fluid concentrations of
interleukin-1 beta, interleukin-6 and TNF-alpha in chorioamnionitis before 32
weeks of gestation: histological associations and neonatal outcome. Br J Obstet
Gynaecol, 106: 72-77.
Berner, R., Niemeyer, C. M., Leititis, J. U., Funke, ?., Schwab, C, Rau, U.,
Richter, K., Tawfeek, M. S., Clad, A. & Brandis, M. (1998): Plasma levels and
gene expression of granulocyte colony-stimulating factor, tumor necrosis factor-
alpha, interleukin (IL)-I beta, IL-6, IL-8, and soluble intercellular adhesion
molecule-1 in neonatal early onset sepsis. Pediatr Res, 44: 469-477.
Bertolotto, A., Agresti, C, Castello, ?., Manzardo, E. & Riccio, A. (1998): 5D4
keratan sulfate epitope identifies a subset of ramified microglia in normal central
nervous system parenchyma. J Neuroimmunol, 85: 69-77.
Blackburn, D., Sargsyan, S., Monk, P. N. & Shaw, P. J. (2009): Astrocyte function
and role in motor neuron disease: a future therapeutic target? Glia, 57: 1251-
1264.
Bona, E., Andersson, A. L., Blomgren, K., Gilland, E., Puka-Sundvall, M.,
Gustafson, K. & Hagberg, H. (1999): Chemokine and inflammatory cell response
to hypoxia-ischemia in immature rats. Pediatr Res, 45: 500-509.
Cai, Z., Lin, S., Pang, Y. & Rhodes, P. G. (2004): Brain injury induced by
intracerebral injection of interleukin-1 beta and tumor necrosis factor-alpha in the
neonatal rat. Pediatr Res, 56: 377-384.
Campistol, J., Poo, P., Fernandez Alvarez, E. & Carratala, F. (1999): Parasagittal
cerebral injury: magnetic resonance findings. J Child Neurol, 14: 683-685.
Carr, R. (2000): Neutrophil production and function in newborn infants. BrJ
Haematol, 110: 18-28.
Cavaillon, J.-M. (1993a): lnterleukine-1. IN CAVAILLON, J.-M. (Ed.) Les
cytokines. Paris, Masson, 145-166.
Cavaillon, J.-M. (1993b): Tumor necrosis factor. IN CAVAILLON, J.-M. (Ed.) Les
Cytokines. Paris, Masson, 167-182.
Danton, G. H. & Dietrich, W. D. (2003): Inflammatory mechanisms after ischemia
and stroke. J Neuropathol Exp Neurol, 62: 127-136.
95
Dinarello, C. A. (1994): lnterleukin-1. IN THOMSON, A. (Ed.) The Cytokine
Handbook. 2nd ed. London, Academic Press, 31-56.
Dirnagl, U., Iadecola, C. & Moskowitz, M. A. (1999): Pathobiology of ischaemic
stroke: an integrated view. Trends Neurosa, 22: 391-397.
Dommergues, M. ?., Patkai, J., Renauld, J. C, Evrard, P. & Gressens, P. (2000):
Proinflammatory cytokines and interleukin-9 exacerbate excitotoxic lesions of the
newborn murine neopallium. Ann Neurol, 47: 54-63.
Eklind, S., Hagberg, H., Wang, X., Savman, K., Leverin, A. L., Hedtjarn, M. &
Mallard, C. (2006): Effect of lipopolysaccharide on global gene expression in the
immature rat brain. Pediatr Res, 60: 161-168.
Eklind, S., Mallard, C, Arvidsson, P. & Hagberg, H. (2005): Lipopolysaccharide
induces both a primary and a secondary phase of sensitization in the developing
rat brain. Pediatr Res, 58: 112-116.
Eklind, S., Mallard, C, Leverin, A. L., Gilland, E., Blomgren, K., Mattsby-Baltzer, I.
& Hagberg, H. (2001): Bacterial endotoxin sensitizes the immature brain to
hypoxic-ischaemic injury. Eur J Neurosci, 13: 1101-1106.
Fan, L W., Lin, S., Pang, Y., Lei, M., Zhang, F., Rhodes, P. G. & Cai, Z. (2005):
Hypoxia-ischemia induced neurological dysfunction and brain injury in the
neonatal rat. Behav Brain Res, 165: 80-90.
Fan, X., Heijnen, C. J., van der Kooij, M. A., Groenendaal, F. & van Bel, F.
(2009): The role and regulation of hypoxia-inducible factor-1 alpha expression in
brain development and neonatal hypoxic-ischemic brain injury. Brain Res Rev,
62:99-108.
Figiel, I. (2008): Pro-inflammatory cytokine TNF-alpha as a neuroprotective agent
in the brain. Acta Neurobiol Exp (Wars), 68: 526-534.
Forster-Waldl, E., Sadeghi, K., Tamandl, D., Gerhold, B., Hallwirth, U.,
Rohrmeister, K., Hayde, M., Prusa, A. R., Herkner, K., Boltz-Nitulescu, G., Pollak,
A. & Spittler, A. (2005): Monocyte toll-like receptor 4 expression and LPS-induced
cytokine production increase during gestational aging. Pediatr Res, 58: 121-124.
Fukumoto, K., Pierro, A., Spitz, L. & Eaton, S. (2002): Differential effects of
neonatal endotoxemia on heart and kidney carnitine palmitoyl transferase I. J
Pediatr Surg, 37: 723-726.
Giaume, C, Kirchhoff, F., Matute, C, Reichenbach, A. & Verkhratsky, A. (2007):
Glia: the fulcrum of brain diseases. Cell Death Differ, 14: 1324-1335.
Gill, M. B. & Perez-Polo, J. R. (2008): Hypoxia ischemia-mediated cell death in
neonatal rat brain. Neurochem Res, 33: 2379-2389.
Girard, S., Kadhim, H., Beaudet, N., Sarret, P. & Sebire, G. (2009a):
Developmental motor deficits induced by combined fetal exposure to
lipopolysaccharide and early neonatal hypoxia/ischemia: a novel animal model for
cerebral palsy in very premature infants. Neuroscience, 158: 673-682.
96
Girard, S., Kadhim, H., Larouche, ?., Roy, M., Gobeil, F. & Sebire, G. (2008):
Pro-inflammatory disequilibrium of the IL-1 beta/IL-1ra ratio in an experimental
model of perinatal brain damages induced by lipopolysaccharide and hypoxia-
ischemia. Cytokine, 43: 54-62.
Girard, S., Kadhim, H., Roy, M., Lavoie, K., Brochu, M. E., Larouche, A. & Sebire,
G. (2009b): Role of perinatal inflammation in cerebral palsy. Pediatr Neurol, 40:
168-174.
Gluckman, P. D., Pinal, C. S. & Gunn, A. J. (2001): Hypoxic-ischemic brain injury
in the newborn: pathophysiology and potential strategies for intervention. Semin
Neonato/, 6: 109-120.
Gramsbergen, A. (2001): Normal and abnormal development of motor behavior:
lessons from experiments in rats. Neural Plast, 8: 17-29.
Hagberg, H., Bona, E., Gilland, E. & Puka-Sundvall, M. (1997): Hypoxia-
ischaemia model in the 7-day-old rat: possibilities and shortcomings. Acta
Paediatr Suppl, 422: 85-88.
Hagberg, H., Gilland, E., Bona, E., Hanson, L. A., Hahin-Zoric, M., Blennow, M.,
Hoist, M., McRae, A. & Soder, O. (1996): Enhanced expression of interleukin (IL)-
1 and IL-6 messenger RNA and bioactive protein after hypoxia-ischemia in
neonatal rats. Pediatr Res, 40: 603-609.
Hagberg, H., Ichord, R., Palmer, C1 Yager, J. Y. & Vannucci, S. J. (2002): Animal
models of developmental brain injury: relevance to human disease. A summary of
the panel discussion from the Third Hershey Conference on Developmental
Cerebral Blood Flow and Metabolism. Dev Neurosci, 24: 364-366.
Hu, B. R., Liu, C L., Ouyang, Y., Blomgren, K. & Siesjo, B. K. (2000):
Involvement of caspase-3 in cell death after hypoxia-ischemia declines during
brain maturation. J Cereb Blood Flow Metab, 20: 1294-1300.
Hudome, S., Palmer, C, Roberts, R. L., Mauger, D., Housman, C &Towfighi, J.
(1997): The role of neutrophils in the production of hypoxic-ischemic brain injury
in the neonatal rat. Pediatr Res, 41: 607-616.
Ikeda, T., Mishima, K., Aoo, N., Egashira, N., Iwasaki, K., Fujiwara, M. & lkenoue,
T. (2004): Combination treatment of neonatal rats with hypoxia-ischemia and
endotoxin induces long-lasting memory and learning impairment that is
associated with extended cerebral damage. Am J Obstet Gynecol, 191: 2132-
2141.
Kettenmann, H. (2007): Neuroscience: the brain's garbage men. Nature, 446:
987-989.
Kraft, A. D., McPherson, C A. & Harry, G. J. (2009): Heterogeneity of microglia
and TNF signaling as determinants for neuronal death or survival.
Neurotoxicology, 30: 785-793.
Laflamme, N. & Rivest, S. (2001): Toll-like receptor 4: the missing link of the
cerebral innate immune response triggered by circulating gram-negative bacterial
cell wall components. FASEBJ, 15: 155-163.
Lai, A. Y. &Todd, K. G. (2006): Microglia in cerebral ischemia: molecular actions
and interactions. Can J Physiol Pharmacol, 84: 49-59.
Larouche, A., Roy, M., Kadhim, H., Tsanaclis, A. M., Fortin, D. & Sebire, G.
(2005): Neuronal injuries induced by perinatal hypoxic-ischemic insults are
potentiated by prenatal exposure to lipopolysaccharide: animal model for
perinatally acquired encephalopathy. Dev Neurosci, 27: 134-142.
Lawson, L. J. & Perry, V. H. (1995): The unique characteristics of inflammatory
responses in mouse brain are acquired during postnatal development. Eur J
Neurosci, 7: 1584-1595.
Leonardo, C. C. & Pennypacker, K. R. (2009): Neuroinflammation and MMPs:
potential therapeutic targets in neonatal hypoxic-ischemic injury. J
Neuroinflammation, 6: 13.
Lewis, D. B. & Wilson, C. B. (1995): Developmental immunology and role of host
defences in neonatal susceptibility to infection. Infectious Diseases of the Fetus
and Newborn Infant. 4th ed. Philadelphia, W.B. Saunders, 20-99.
Lu, Y. C1 Yeh, W. C & Ohashi, P. S. (2008): LPS/TLR4 signal transduction
pathway. Cytokine, 42: 145-151.
Lubics, A., Reglodi, D., Tamas, ?., Kiss, P., Szalai, M., Szalontay, L. & Lengvari,
I. (2005): Neurological reflexes and early motor behavior in rats subjected to
neonatal hypoxic-ischemic injury. Behav Brain Res, 157: 157-165.
Maheshwari, A., Voitenok, N. N., Akalovich, S., Shaik, S. S., Randolph, D. A.,
Sims, B., Patel, R. P., Killingsworth, C R., Fallon, M. B. & OhIs, R. K. (2009):
Developmental changes in circulating IL-8/CXCL8 isoforms in neonates.
Cytokine, 46: 12-16.
Marieb, E. N. (2003): The central nervous system. Human Anatomy and
Physiology. 6th ed. San Francisco, Benjamin Cummings, 431-467.
Martin, D., Chinookoswong, N. & Miller, G. (1994): The interleukin-1 receptor
antagonist (rhlL-1ra) protects against cerebral infarction in a rat model of hypoxia-
ischemia. Exp Neurol, 130: 362-367.
McCoy, M. K. & Tansey, M. G. (2008): TNF signaling inhibition in the CNS:
implications for normal brain function and neurodegenerative disease. J
Neuroinflammation, 5: 45.
Merrill, J. E. (1992): Tumor necrosis factor alpha, interleukin 1 and related
cytokines in brain development: normal and pathological. Dev Neurosci, 14: 1-10.
Moser, K. V. & Humpel, C (2007): Primary rat monocytes migrate through a
BCEC-monolayer and express microglia-markers at the basolateral side. Brain
Res Bull, 74: 336-343.
Nadeau, S. & Rivest, S. (2000): Role of microglial-derived tumor necrosis factor in
mediating CD14 transcription and nuclear factor kappa B activity in the brain
during endotoxemia. J Neurosci, 20: 3456-3468.
Nakajima, K. & Kohsaka, S. (2004): Microglia: neuroprotective and neurotrophic
cells in the central nervous system. Curr Drug Targets Cardiovasc Haematol
Disord, 4: 65-84.
Nijboer, C. H., Heijnen, C. J., Groenendaal, F., May, M. J., van Bel, F. &
Kavelaars, A. (2008): Strong neuroprotection by inhibition of NF-kappaB after
neonatal hypoxia-ischemia involves apoptotic mechanisms but is independent of
cytokines. Stroke, 39: 2129-2137.
Nijboer, C. H., Heijnen, C. J., Groenendaal, F., van Bel, F. & Kavelaars, A.
(2009): Alternate pathways preserve tumor necrosis factor-alpha production after
nuclear factor-kappaB inhibition in neonatal cerebral hypoxia-ischemia. Stroke,
40: 3362-3368.
Park, W. S., Sung, D. K., Kang, S., Koo, S. H., Kim, Y. J., Lee, J. H., Chang, Y. S.
& Lee, M. (2006): Neuroprotective effect of cycloheximide on hypoxic-ischemic
brain injury in neonatal rats. J Korean Med Sci, 21 : 337-341 .
Pawate, S., Bhat, N. R (2008): Role of Glia in CNS Inflammation. IN LAJTHA, A.
(Ed.) Handbook of Neurochemistry and Molecular Neurobiology. 3rd ed. New
York, Springer, 309-330.
Paxinos, G. & Watson, C. (2005): The rat brain in stereotaxic coordinates, 5th ed.
San Diego, Elsevier Academic Press.
Perry, V. H., Hume, D. A. & Gordon, S. (1985): lmmunohistochemical localization
of macrophages and microglia in the adult and developing mouse brain.
Neuroscience, 15: 313-326.
Romijn, H. J., Hofman, M. A. & Gramsbergen, A. (1991): At what age is the
developing cerebral cortex of the rat comparable to that of the full-term newborn
human baby? Early Hum Dev, 26: 61-67.
Rothwell, J. (2009): Meet the brain neurophysiology. Int Rev Neurobiol, 86: 51-
65.
Rothwell, N. J. & Luheshi, G. N. (2000): lnterleukin 1 in the brain: biology,
pathology and therapeutic target. Trends Neurosci, 23: 618-625.
Roy, M., Girard, S., Larouche, ?., Kadhim, H. & Sebire, G. (2009): TNF-alpha
system response in a rat model of very preterm brain injuries induced by
lipopolysaccharide and/or hypoxia-ischemia. Am J Obstet Gynecol.
Saliba, E. & Henrot, A. (2001): Inflammatory mediators and neonatal brain
damage. Biol Neonate, 79: 224-227.
Schendel, D. E., Schuchat, A. & Thorsen, P. (2002): Public health issues related
to infection in pregnancy and cerebral palsy. Ment Retard Dev Disabil Res Rev,
8: 39-45.
Schmitz, T. & Chew, L. J. (2008): Cytokines and myelination in the central
nervous system. ScientificWorldJournal, 8: 1119-1 147.
Schultz, C, Temming, P., Bucsky, P., Göpel, W., Strunk, T. & Hartel, C. (2004):
Immature anti-inflammatory response in neonates. Clin Exp Immunol, 135: 130-
136.
Sebire, G., Larouche, A., Girard, S., Roy, M. & Kadhim, H. (2006): [Noxious
effects of pro-inflammatory cytokines on perinatal brain development?]. Med Sci
(Paris), 22: 1015-1016.
Shaftel, S. S., Griffin, W. S. & O'Banion, M. K. (2008): The role of interleukin-1 in
neuroinflammation and Alzheimer disease: an evolving perspective. J
Neuroinflammation, 5: 7.
Smith, S. D., Tagge, E. P., Hannakan, C. & Rowe, M. I. (1991): Characterization
of neonatal multisystem organ failure in the surgical newborn. J Pediatr Surg, 26:
494-497; discussion 497-499.
Strunk, T., Temming, P., Gembruch, U., Reiss, I., Bucsky, P. & Schultz, C.
(2004): Differential maturation of the innate immune response in human fetuses.
Pediatr Res, 56:219-226.
Szaflarski, J., Burtrum, D. & Silverstein, F. S. (1995): Cerebral hypoxia-ischemia
stimulates cytokine gene expression in perinatal rats. Stroke, 26: 1093-1100.
Takano, T., Oberheim, N., Cotrina, M. L. & Nedergaard, M. (2009): Astrocytes
and ischemic injury. Stroke, 40: S8-12.
Thibeault-Eybalin, M. P., Lortie, A. & Carmant, L. (2009): Neonatal seizures: do
they damage the brain? Pediatr Neurol, 40: 1 75-180.
Towfighi, J., Mauger, D., Vannucci, R. C. & Vannucci, S. J. (1997): Influence of
age on the cerebral lesions in an immature rat model of cerebral hypoxia-
ischemia: a light microscopic study. Brain Res Dev Brain Res, 100: 149-160.
Tracey, K. J. (1994): Tumour Necrosis Factor-Alpha, 2nd ed. London, Academic
Press.
van den Tweel, E. R., Kavelaars, A., Lombardi, M. S., Groenendaal, F., May, M.,
Heijnen, C. J. & van Bel, F. (2006a): Selective inhibition of nuclear factor-kappaB
activation after hypoxia/ischemia in neonatal rats is not neuroprotective. Pediatr
Res, 59: 232-236.
van den Tweel, E. R., Kavelaars, A., Lombardi, M. S., Nijboer, C. H.,
Groenendaal, F., van Bel, F. & Heijnen, C. J. (2006b): Bilateral molecular
changes in a neonatal rat model of unilateral hypoxic-ischemic brain damage.
Pediatr Res, 59: 434-439.
Vannucci, R. C. & Vannucci, S. J. (1997): A model of perinatal hypoxic-ischemic
brain damage. Ann N Y Acad Sci, 835: 234-249.
Volpe, J. J. (2001): Neurology of the newborn. Philadelphia, W.B Saunders
company.
Wu, Y. W. & Colford, J. M., Jr. (2000): Chorioamnionitis as a risk factor for
cerebral palsy: A meta-analysis. JAMA, 284: 1417-1424.
100
Yager, J. Y. & Ashwal, S. (2009): Animal models of perinatal hypoxic-ischemic
brain damage. Pediatr Neurol, 40: 156-167.
Yager, J. Y., Shuaib, A. & Thornhill, J. (1 996): The effect of age on susceptibility
to brain damage in a model of global hemispheric hypoxia-ischemia. Brain Res
Dev Brain Res, 93: 143-154.
Yoon, B. H., Jun, J. K., Romero, R., Park, K. H., Gomez, R., Choi, J. H. & Kim, I.
O. (1997): Amniotic fluid inflammatory cytokines (interleukin-6, interleukin-1beta,
and tumor necrosis factor-alpha), neonatal brain white matter lesions, and
cerebral palsy. Am J Obstet Gynecol, 177: 19-26.
Zassler, B. & Humpel, C. (2006): Transplantation of NGF secreting primary
monocytes counteracts NMDA-induced cell death of rat cholinergic neurons in
vivo. Exp Neurol, 198: 391-400.
Zinkernagel, A. S., Johnson, R. S. & Nizet, V. (2007): Hypoxia inducible factor
(HIF) function in innate immunity and infection. J MoI Med, 85: 1339-1346.
Zywiak, W. H., Hoffmann, N. G., Stout, R. L., Hagberg, S., Floyd, A. S. & DeHart,
S. S. (1999): Substance abuse treatment cost offsets vary with gender, age, and
abstinence likelihood. J Health Care Finance, 26: 33-39.
101
Annexes
A - Résultats supplémentaires
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Figure A1- Différences de
mortalité entre 2h30 et 3h30
d'hypoxie. Comparatif de la
moyenne±SEM (%) de mortalité des
ratons calculée par portée entre une
exposition de 2h30 et 3h30
d'hypoxie (46 portées, 64 à 157
animaux par condition ; Test t non-
pairé avec correction Welch * ? <
0.05, *** ? < 0.001)
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Figure ?2- Combinaison des résultats dans le temps en Open field. La distance
parcourue (A), la vitesse moyenne de déplacement (B), le temps mobile (C), le nombre
de lignes traversées (D), le nombre d'épisodes de cabrage (E), et d'épisodes de
toilettage (F) sont mesurés (8 à 9 animaux par condition expérimentale ; Test t non pairé
avec correction Welch * ? < 0.05, ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001 ).
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Figure A3- Comportement analysé par Open field entre les sexes à différents
temps, La distance parcourue (A), la vitesse moyenne de déplacement (B), le temps
mobile (C), le nombre de lignes traversées (D), le nombre d'épisodes de cabrage (E), et
d'épisodes de toilettage (F) des animaux sham et LPS+HI (4 à 5 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test * ? < 0.05, ** ? á 0.01 et Test t non
pairé avec correction Welch entre les sexes).
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? M·! Figure A4- Hyperactivité dans
le modèle animal par Open
field. Tracés des déplacements
en Open field à P15, P20 et P25
d'un raton exposé au LPS+HI et
d'un sham.
P20
-·*»«*! 4 rest 22 · ;» - ··*· ? ."**« U ' ? ft
1
:
P2S
..!<»*!}! « (TtSI 42 * {«
104
Figure A5- Comportement par
Rotarod. Le temps de maintien sur
un cylindre en rotation est mesuré.
Les données à P30, P35 et P40 on
été combinées (8 à 9 animaux par
condition expérimentale; Test t non
pairé avec correction Welch : ** ? <
0.01).
I I sham
¦ LPS+HI
FMFM FMFM FMFM
Figure A6- Comportement par
Rotarod entre les sexes. Le temps
de maintien sur le cylindre est
mesuré à P30, P35 et P40 et les
données sont compilées selon les
sexes femelles (F) et males (M) (4 à
5 animaux par condition
expérimentale; Test t non pairé avec
correction Welch entre les sexes).
P30 P35 P40
Peu importe le temps post-HI, l'immunobuvardage de type Western en combinant
les deux hémisphères cérébraux ne permet pas la mise en évidence de
différences d'expression de cytokines IL-1ß, IL-IRa et TNF-a entre les conditions
expérimentales du modèle animal.
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Figure A7- Expression intracerebrale de cytokines par immunobuvardage de type
Western. Expression d'IL-1ß (A), d'IL-1Ra (B), et TNF-a (C) après LPS±HI (5 à 7
animaux par condition expérimentale; ANOVA avec Newman-Keuls post-test).
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Figure A8- Expression de l'IL-1 ß par ELISA dans l'hémisphère cérébral gauche à
différents temps post-HI. (2 à 5 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test * ? < 0.05 ** ? < 0.01 , *** ? < 0.001 )
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Figure ?9- Expression de TNF-a par ELISA dans l'hémisphère cérébral gauche à
différents temps post-HI. (2 à 5 animaux par condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test)
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Figure A10- Expression d'IL-1ß par
IHC à 48 h post-HI dans différentes
régions de l'hémisphère gauche.
Pourcentage de marquage d'intensité
forte en IL-1 ß (3 à 4 animaux par
condition expérimentale; ANOVA
avec Newman-Keuls post-test).
Figure A11- Expression d'IL-1Ra
par IHC à 48h post-HI dans
différentes régions de
l'hémisphère gauche. Pourcentage
de marquage d'intensité forte en IL-
1Ra (3 à 4 animaux par condition
expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test).
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Figure A12- Expression d'IL-1Ra par
IHC à 48h post-HI dans différentes
régions de l'hémisphère gauche.
Pourcentage de marquage d'intensité
forte en IL-IRa (3 à 4 animaux par
condition expérimentale; ANOVA avec
Newman-Keuls post-test).
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B - Détails des méthodes
Coloration hématoxyline & éosine (H&E)
Xylene 3X 1 min
Ethanol 100% 1 min
Ethanol 70% 1 min
Ethanol 50% 1 min
Eau courante 30 sec - 1 min
Hématoxyline 30 sec
Eau courante 30 sec - 1 min
Alcool acide 5 plongeons
Eau courante 2 - 3min
Carbonate de lithium 10 plongeons
Eau courante 5 min
Ethanol 50% 1 plongeon
Ethanol 70% 1 plongeon
Éosine Y 20 sec
Ethanol 50% 2 plongeons
Ethanol 70% 2 plongeons
Ethanol 100% 2 plongeons
Toluène 2X3 plongeons
Sécher et monter les lamelles
Solutions à préparer :
Alcool acide - 198 ml éthanol 70% + 2 ml HCl 12N
Carbonate de lithium - 2 g carbonate de lithium + 200 ml d'eau distillé
Éosine stock - 5 g éosine Y + 1 00 ml d'eau distillé + 400 ml éthanol 95%
Éosine Y - 30 ml Éosine stock + 18OmI éthanol 80% + 1.5 ml acide acétique glaciale
Coloration au bleu de luxol
Xylene 3X 1 min
Ethanol 100% 2X1 min
Luxol overnight à 600C
Ethanol 100% - le temps de rincer le luxol
Eau courante 5 min
Carbonate de lithium 0.05% 2 min avec agitation
Ethanol 70% 1 min avec agitation
Eau courante 5 min
Ethanol 50% 2 plongeons
Ethanol 70% 2 plongeons
Ethanol 100% 2 plongeons
Toluène 2X 3 plongeons
Sécher et monter les lamelles
Solutions à préparer :
Luxol : 0.1 g de luxol + 100 ml d'éthanol 95% + 0.5 ml acide acétique 10%
Carbonate de lithium 0.05% : 5 ml de solution de carbonate saturée + 195 ml d'eau
distillé
Immunohistochimie sur coupes en paraffine
Xylene 3X 1 min
Ethanol 100% 1 min
Ethanol 70% 1 min
Eau courante 1 min
Eau distillé 1 min
H2O2 0.5% 10 min
Eau courante 1 min
Eau distillé 1 min
Citrate dans une cocotte minute 5 min
TBS 2X 5 min
Ab primaire ds BSA1%-TBS (100 µ?_/??????) 2h à 37°C ou overnight à 4°C
TBS 3X 5 min
Ab secondaire ds BSA1%-TBS (100 µ?????ß) 45 min à 37°C
TBS 3X 5 min
DAB 1 X filtré jusqu'à coloration désirée (5-7 min)
TBS 3X 5 min
Eau courante 1 min
Hématoxyline 40 sec
Eau courante 2 min
Carbonate de lithium 3 plongeons
Eau courante 5 min
Ethanol 50% 2 plongeons
Ethanol 70% 2 plongeons
Ethanol 100% 2 plongeons
Toluène 2X 3 plongeons
Sécher et monter les lamelles
Solutions à préparer :
H2O2 0.5% - 33.3 ml H2O2 3% + 166.7 ml methanol (dernière minute)
Citrate - 5.884 g citrate de sodium + eau distillé 2L total, ajuster pH à 6.0
TBS 1 0X - 60.5 g Tris Base + 87.6 g NaCI + eau distillé 1 L, ajuster pH à 7.6
Immunofluorescence sur coupes en paraffine
Xylene 3X 1 min
Ethanol 100% 2X3 min
Ethanol 70% 1X3 min
Eau courante 1 min
Eau distillée 1 min
Citrate dans une cocotte minute 5min
TBS 2X 5 min
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Perméabilisation 30 min TP
TBS 2X 5 min
Sodium borohydride 1% 2X 30 min
TBS 3X 5 min
Ab primaire ds perméabilisation (100 µ??????ß) 2h à 37°C ou overnight à 4°C
TBS 3X 5 min
Ab secondaire dilué dans la solution de perméabilisation (100 µ?/????ß) 45 min à
37°C (protéger de la lumière)
TBS 3X 5 min
Montage (Prolong gold antifade + Dapi)
Solutions à préparer :
Perméabilisation - 1 g BSA, 2.5 ml NGS, 100µ? triton + TBS total 50ml
Sodium borohydride 1%(p/v) - sodium borohydride dans TBS (dernière minute)
ELISA - IL-1ß et TNF-a
50 µ?/??'? de diluent RD1-21/RD1-41
50 µ????? de standard, contrôle, ou d'échantillon protéique non-dilué
Couvrir et incuber pendant la nuit à 4°C
Inversion de la plaque pour la vider
5 lavages avec une bouteille à bec avec inversions entre chaque lavage
Inversions de la plaque sur des papiers absorbants pour enlever le restant de
liquide
100 µ?_/??? de conjugué
Couvrir et incuber pendant la nuit à 4°C pour l'IL-1 ß ou pendant 1h à 40C, 1h30 à
TP
Inversion de la plaque pour la vider
5 lavages avec une bouteille à bec avec inversions entre chaque lavage
Inversions de la plaque sur des papiers absorbants pour enlever le restant de
liquide
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100 µ?/??p? de substrat
Couvrir, protéger de la lumière et incuber 30 min sur glace
100 µ?/??? de solution d'arrêt de réaction
Déterminer la densité optique à 450 nm avec une correction à 570 nm
ELISA maison d'IL-1Ra
Jour 1 :
Diluer l'anticorps primaire 1 :1000 avec du tampon enduisant
Ajouter 100 µ? de l'anticorps primaire par puit
Couvrir et incuber à 4°C pour 16-24h
Jour 2 :
Préparer la solution de blocage (l'ovalbumine 1% : 0.1 1 g albumine de blancs
d'œufs de poulet + 1 1 ml de tampon de lavage)
4 lavages avec le tampon de lavage
Ajouter 100µ? d'ovalbumine/puit
Couvrir et incuber à TP avec agitation pendant 1h
Diluer les échantillons, standards et contrôles avec du tampon de lavage
4 lavages avec le tampon de lavage
Ajouter 100 µ? de standard, d'échantillon ou de contrôle par puit (Blank = tampon
de lavage)
Couvrir et incuber toute la nuit à 4°C
Jour 3 :
Préparer l'anticorps secondaire biotinylé (10 µ? + 10 ml detampon de lavage +
100 µ? de sérum de chèvre)
4 lavages avec le tampon de lavage
Ajouter 100 µ? de l'anticorps secondaire par puit
Couvrir et incuber à TP avec agitation pendant 1h
Préparer l'avidine/HRP (1 1 µ? de streptavidine HRP + 11 ml de tampon de
lavage)
4 lavages avec le tampon de lavage
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Ajouter 100 µ? d'avidine/HRP par puit
Couvrir et incuber à TP avec agitation pendant 30min
4 lavages avec le tampon de lavage
Ajouter 100 µ? de TMBS (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) par puit
Couvrir et incuber à TP dans le noir pendant 30 min
Ajouter 100 µ? de H2SO4 1 N ou 2N par puit pour arrêter la réaction
Mesurer l'absorbance à 450 nm en dedans de 30 min après l'arrêt de la réaction
Solutions à préparer :
Tampon enduisant au PBS : NaCI 8.18 g/L, KCl 0.2 g/L, KH2PO4 0.2 g/L, Na2HPO4 1 .15
g/L à dissoudre dans 1 L d'eau distillé
Tampon de lavage : NaCI 58.44 g, NaH2PO4 0.6 g, Na2HPO4 2.14 g à dissoudre dans 2L
d'eau distillé, ajuster le pH à 7.2, ajouter 2 ml_ de Tween 20 et brasser
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